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GLOSARIO

Bacterias: Seres generalmente unicelulares que pertenecen al grupo de los
protistos inferiores. Juegan un papel fundamental en la naturaleza y en el hombre;
la presencia de una biota bacteriana normal es indispensable, aunque algunos
gérmenes son patógenos. Análogamente tienen un papel significativo en la
industria y permiten desarrollar importantes progresos en la investigación.
Bacterias Gram-negativas: Bacterias que se tiñen de color rosado tenue como
reacción a la tinción de Gram, lo cual indica que presentan dos membranas
lipídicas entre las que se localiza una fina pared celular de peptidoglicano.
Bacterias Gram-positivas: Bacterias que se tiñen de color azul oscuro o violeta
por la tinción de Gram, lo cual se debe a que presentan sólo una membrana
lipídica y una pared celular de peptidoglicano mucho más gruesa que la de las
bacterias Gram-negativas.
Biodegradación: Resultado de los procesos de digestión, asimilación y
metabolismo de un compuesto orgánico llevado a cabo por bacterias, hongos,
protozoos y otros organismos.
Biorremediación: Proceso tecnológico en el cual se aprovecha la capacidad
metabólica de los microorganismos (principalmente bacterias, mohos y levaduras)
para transformar compuestos orgánicos contaminantes en sustancias menos
complejas, así como menos perjudiciales para el medio ambiente.
Cepa: En microbiología, conjunto de virus, bacterias u hongos que tienen el
mismo patrimonio genético.
Colonia: Crecimiento visible macroscópicamente de microorganismos en un
medio de cultivo sólido.
Compuestos xenobióticos: Compuestos cuya estructura química en la
naturaleza es poco frecuente o inexistente debido a que son sustancias

sintetizadas por el hombre en un laboratorio. La mayoría han aparecido en el
medio ambiente durante los últimos 100 años.
Cromatografía Líquida de Alta eficiencia (HPLC): Método físico de separación
basado en la distribución de los componentes de una mezcla entre dos fases
inmiscibles, un afija o estacionaria y otra móvil. En la cromatografía líquida la fase
móvil es un líquido que fluye a través de una columna que contiene a la fase fija.
Cultivo de microorganismos: Estimulación del crecimiento de microorganismos
en condiciones controladas, sobre un medio o en su interior, como resultado de su
inoculación e incubación.
Escala de Mc Farland: Serie de 10 estándares utilizada para realizar
suspensiones bacterianas ajustadas a un patrón. Consiste en el establecimiento
de la relación entre una precipitación química y una suspensión bacteriana,
permitiendo detectar la concentración de muestras de diluciones bacterianas de
manera aproximada (dependiendo del tamaño de la bacteria, la formación de
agregados, entre otros factores).
Impacto Ambiental: Alteración favorable o desfavorable del medio ambiente o de
alguno de sus subsistemas, factores o recursos, producida por una acción natural
o inducida.
Medio de cultivo: Solución acuosa o solida de varios nutrientes adecuada para el
crecimiento de los microorganismos.
Metabolismo: Se refiere a la suma de reacciones bioquímicas requeridas para la
generación y uso de energía para sintetizar material celular a partir del medio
ambiente.
Microorganismo: Cualquier organismo vivo de tamaño microscópico, incluyendo
bacterias, virus, levaduras, hongos, actinomicetos, algunas algas y protozoos.

Morfología: Disciplina encargada del estudio de la forma y estructura de un
organismo, microorganismo o sistema. La morfología es una ciencia que trata de
la forma y transformaciones de los seres orgánicos.
Pentolita: Producto explosivo de alta potencia, elaborado especialmente para ser
utilizado como materia prima en la fabricación de cargas explosivas tipo
iniciadores (boosters) en todas sus variedades.
La Pentolita militar está compuesta por una mezcla entre el TNT y el PETN, en
proporción 50/50 (porcentaje en peso); mientras que la Pentolita civil a veces
contiene un porcentaje menor de PETN.
Tasa de crecimiento: Aumento del número de microorganismos por unidad de
tiempo. También se conoce como velocidad de crecimiento.

RESUMEN

Los estudios asociados con la biodegradación de explosivos, constituyen
proyectos innovadores en el país, a través de los cuales se busca obtener bases
de referencia para posteriores investigaciones. El presente trabajo hace parte del
macro proyecto titulado “Diseño de un sistema de microorganismos degradadores
de PENT y TNT incorporados en el explosivo de Pentolita”, el cual está siendo
desarrollado por el Centro de Investigaciones de Medio Ambiente y Salud (CIMAS)
de la Universidad De La Salle, en alianza con la Unidad de Saneamiento y
Biotecnología Ambiental (USBA) de la Pontificia Universidad Javeriana.
El objetivo del presente trabajo de investigación, fue evaluar consorcios
microbianos conformados a partir de aislamientos bacterianos con capacidad
degradadora de Tetranitrato de Pentaeritritol y Trinitrotolueno. Para esto
inicialmente se realizó la recuperación de las cepas aisladas por trabajos
anteriores, lográndose la conservación e identificación morfotípica de 23 cepas
con capacidad degradadora de PETN y 29 con capacidad degradadora de TNT.
Posteriormente, se llevó a cabo la conformación de dos consorcios, denominados:
consorcio A (constituido por las cepas con capacidad degradadora de PETN) y
consorcio B (constituido por las cepas con capacidad degradadora de TNT), los
cuales fueron expuestos a una concentración de 100mg/L de ambos explosivos en
forma independiente, obteniéndose cuatro cultivos diferentes. A continuación, se
realizaron pruebas de biodegradabilidad que fueron evaluadas mediante cinco
extracciones (12 días), las cuales fueron analizadas por High-performance liquid
chromatography (HPLC). Los valores resultantes permitieron conocer que aunque
ambos consorcios degradaron los dos explosivos, se observó una diferencia
significativa entre los porcentajes de remoción de cada cultivo evaluado. Los
porcentajes de degradación correspondientes a los consorcios A y B en presencia
de PETN y TNT respectivamente, fueron comparados con los valores obtenidos
por las cepas aisladas con capacidad degradadora de estos explosivos, las cuales
constituyen los consorcios conformados.

ABSTRACT

The studies associated with biodegradation of explosives, are innovative projects
in the country, through which it seeks to obtain baseline for further research. This
work is part of the macro project entitled "Design of a system of degraders of PENT
and incorporated into the TNT explosive Pentolite" which is being developed by the
Research Center for Environment and Health (PEAKS), University De La Salle, in
partnership with the Sanitation Unit and Environmental Biotechnology (USBA) of
the Pontificia Universidad Javeriana.
The objective of this research was to evaluate microbial consortia formed from
bacterial

isolates

capable

of

degrading

pentaerythritol

tetranitrate

and

trinitrotoluene. For this initially made the recovery of isolates from previous work,
achieving the conservation and identification of 23 strains with morphotype
degrading ability of PETN and 29 capable of degrading TNT. Subsequently carried
out the formation of two consortia, called: A consortium (consisting of strains
capable of degrading PETN) and B consortium (consisting of strains capable of
degrading TNT), which were exposed to a concentration of 100mg / L of both
explosives independently, yielding four different crops. Then biodegradability tests
were performed which were evaluated by five extractions (12 days), which were
analyzed by High-performance liquid chromatography (HPLC). The resulting
values allowed knowing that although both consortia degraded the two bombs,
there was a significant difference between the removal percentages of each crop
evaluated. The degradation rates for consortia and B in the presence of PETN and
TNT, respectively, were compared with values obtained for isolates capable of
degrading these explosives, which make up the consortium.

INTRODUCCIÓN
Los compuestos xenobióticos como el Tetranitrato de Pentaeritritol (PETN) y el
Trinitrotolueno (TNT), constituyen una de las problemáticas ambientales y
sanitarias más relevantes debido a que son sustancias que no se encuentran
libres en la naturaleza. Teniendo en cuenta que la asociación entre los
microorganismos, permite la distribución de funciones metabólicas para la
optimización de las poblaciones individuales y finalmente para el consumo de la
totalidad de sustancias complejas como los explosivos; los consorcios microbianos
se perfilan como una óptima alternativa para la biodegradación de PETN y TNT.
Es por tal motivo que en el desarrollo de esta investigación, se conformaron
consorcios microbianos con capacidad degradadora de estos compuestos, cuya
actividad bacteriana para la remoción de los explosivos se evaluó a través de
análisis por HPLC, con el propósito de establecer su aplicabilidad en la
degradación de la Pentolita (PETN + TNT), reduciendo su concentración a través
de la transformación en sustancias menos complejas y perjudiciales para el medio
ambiente y la salud.

JUSTIFICACIÓN
Teniendo en cuenta el riesgo potencial originado a partir de la fabricación de
materiales explosivos como el Tetranitrato de Pentaeitritol y el Trinitrotolueno,
surge la necesidad de encontrar soluciones que permitan mitigar los impactos
negativos asociados a sus características fisicoquímicas y propiedades tóxicas,
mutagénicas y carcinogénicas (Jing Ye et al., 2003);

siendo la biodegradación de

estos compuestos una de las alternativas más efectivas y menos exploradas en
Colombia.
En la presente investigación se desarrolló una propuesta metodológica para la
biodegradación de PETN y TNT, a través la evaluación de consorcios microbianos
conformados a partir de aislamientos bacterianos con capacidad degradadora de
estos explosivos; lo anterior debido a que las asociaciones microbianas pueden
realizar funciones que son difíciles o incluso imposibles para algunas cepas
individuales (Atlas et al, 2002). La ventaja de los consorcios frente a los
aislamientos de cepas individuales se atribuye a las características de
comunicación y cooperación que se pueden dar entre los miembros de un
consorcio, permitiéndoles soportar fluctuaciones del medio ambiente, así como
dividir el trabajo para el aprovechamiento de las diferentes habilidades
metabólicas dadas por la biodiversidad que estos presentan (Brenner et al, 2008).
El desarrollo de este trabajo de investigación pretende brindar fundamentos
prácticos para futuros estudios, debido a que representa un gran aporte para las
investigaciones

relacionadas

con

la

biodegradación

de

consecuentemente para el mejoramiento de la calidad ambiental.

explosivos

y

1. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar la degradación de Tetranitrato de Pentaeritritol (PETN) y Trinitrotolueno
(TNT), efectuada por consorcios microbianos conformados a partir de aislamientos
bacterianos con capacidad degradadora de estos explosivos.

1.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS


Conformar dos consorcios microbianos a partir de aislamientos bacterianos
provenientes de ambientes con presencia de Tetranitrato de Pentaeritritol y
Trinitrotolueno.



Determinar el porcentaje de degradación de Tetranitrato de Pentaeritritol y
Trinitrotolueno, generado por los consorcios bacterianos.



Comparar la degradación de PETN y TNT realizada por los consorcios
microbianos, con la efectuada por cepas degradadoras de estos explosivos.

2. MARCO DE REFERENCIA

2.1 MARCO TEÓRICO
2.1.1 Aislamientos bacterianos
Los aislamientos de bacterias procedentes de medios naturales se realizan a
través de cultivos líquidos o sólidos. El control de las condiciones ambientales a
las que se someten los cultivos, así como el periodo de incubación, estimulan el
crecimiento bacteriano masivo, y en el caso de los cultivos sólidos se facilita la
agrupación de individuos semejantes y la posterior observación de colonias a
simple vista.
Dentro de las técnicas comúnmente empleadas para el aislamiento de bacterias,
se encuentran los cultivos de enriquecimiento, a través de los cuales se brindan
condiciones de nutrición e incubación selectivas que favorezcan el crecimiento del
microorganismo que se desea aislar, y contra-selectivas, que inhiban la presencia
de aquellos no deseados.
Para que el procedimiento se realice óptimamente, es preciso contar con una
muestra apropiada del microorganismo (inóculo), así como con un medio de
cultivo altamente selectivo y condiciones de incubación debidamente controladas.
(Madigan et al., 2004).

2.1.2 Morfología macroscópica
Una vez aislados los microorganismos y tras un periodo de incubación adecuado,
deberán aparecer pequeñas masas visibles a simple vista que son el resultado del
crecimiento de una célula bacteriana. La reproducción de esa bacteria origina lo
que se conoce con el nombre de colonia. (Granados et al., 2003).
Estas colonias presentan características macroscópicas fácilmente reconocibles y
variables en función de:

-

Tipo

de

medio

de

cultivo

sólido

donde

se

ha

desarrollado

dicho

microorganismo. Criterio de gran importancia a la hora de hacer una valoración
taxonómica de los mismos.
-

Tipo de microorganismo problema, por ejemplo los microorganismos con
mayor movilidad presentan mayor tendencia a dar colonias extendidas y planas
con respecto a microorganismos que no presentan estas características.

Es importante considerar que un mismo microorganismo puede dar lugar a
distintos tipos de colonias según el tipo de medio de cultivo e igualmente distintos
de colonias similares.
De cualquier manera la verificación de las diferentes formas, tamaños y aspectos
de las colonias sirve como:
-

Un dato más en la tipificación taxonómica del microorganismo problema.

-

Medida de control para una siembra correcta. Lo ideal es que las colonias se
encuentren separadas y que en el proceso de siembra no haya contaminación.

-

Verificación de que el medio de cultivo no está contaminado.

En las siguientes figuras se presentan las características macroscópicas
apreciables en una colonia.

Figura 1. Forma y elevación de las colonias

Fuente: Granados Pérez Raquel, Villaverde Peris María Carmen. Microbiología Tomo I
Bacteriología. Características y clasificación bacteriana.
Figura 2. Borde de las colonias

Fuente: Granados Pérez Raquel, Villaverde Peris María Carmen. Microbiología Tomo I
Bacteriología. Características y clasificación bacteriana.

2.1.3 Consorcios microbianos
Un consorcio microbiano es un conjunto de diversas especies de microorganismos
que interactúan para su mutuo beneficio, dentro de una comunidad.
Los consorcios microbianos degradan desechos orgánicos complejos e incluso en
forma mucho más eficiente que las cepas individuales, en las que se aprovechan
sus diferentes habilidades metabólicas. Existen casos de mezclas de cepas
microbianas en las cuales las interacciones presentadas no conservan una
estabilidad como comunidad al someterse a condiciones ambientales adversas.
En un mismo consorcio microbiano es posible hallar diversas funciones y
habilidades metabólicas, debido a la variedad de microorganismos allí presentes,
lo cual permite la realización de un trabajo conjunto en la degradación de
diferentes compuestos.
Los consorcios microbianos tienen la capacidad de degradar múltiples
compuestos, además presentan mayor resistencia ante factores ambientales
adversos

y

cuentan

con

mejores

habilidades

competitivas

que

los

microorganismos individuales. Esto se debe a que la cooperación en las
poblaciones microbianas funciona como un mecanismo protector frente a factores
ambientales hostiles tal como ocurre en las poblaciones formadoras de
biopelículas, las cuales presentan mayor resistencia a los agentes antimicrobianos
que las suspensiones celulares de estos mismos organismos. En términos
generales, se conoce que una elevada densidad de población probablemente
actúa como escudo protector para algunos miembros, permitiendo el crecimiento
de la población (Atlas et al, 2002).
La organización de los consorcios presenta dos características principales que les
permite soportar las fluctuaciones del medio ambiente y realizar funciones
complicadas que no pueden desarrollar las poblaciones individuales. En primer
lugar, los miembros de un consorcio pueden comunicarse entre sí mediante la
transferencia de metabolitos o a través del intercambio de señales moleculares
que cada población o individuo detecta y responde ante los otros miembros del

consorcio. Esta comunicación permite la existencia de la segunda característica, la
cual consiste en una división del trabajo, ya que la producción general de la
asociación se basa en una combinación de las funciones desempeñadas por los
individuos constitutivos o sub-poblaciones.
Las poblaciones mixtas pueden realizar funciones que son difíciles o incluso
imposibles para las distintas cepas. Por ejemplo, es difícil que en una célula
existan rutas metabólicas eficientes e independientes que le permitan consumir
entre cinco y seis átomos de carbono. Sin embargo, en un consorcio estas
funciones

se

pueden

dividir

en

otras

para

optimizar

las

poblaciones

individualmente, ya que tienen la capacidad de realizar funciones que requieren
varios pasos, lo cual es posible cuando estos se han completado por diferentes
tipos de células.
En comparación con los monocultivos, las comunidades de un consorcio pueden
superar con mayor facilidad los periodos en los que los nutrientes se encuentran
limitados, debido a la diversidad de rutas metabólicas disponibles para la mezcla
de especies y a sus habilidades para compartir metabolitos dentro de la
comunidad. Cuando los nutrientes se limitan, las especies más frecuentes en una
comunidad no siempre son las más activas metabólicamente, por lo que una
minoría puede llegar a ser la población más importante durante la limitación de
nutrientes, si cuenta con una actividad metabólica de la cual dependa la
supervivencia de todo el consorcio. (Brenner et al, 2008).

2.1.4 Generalidades de los explosivos
Los explosivos son productos sintéticos compuestos por sustancias combustibles
y oxidantes que sin la intervención de reactantes externos, pueden llegar a
generar una reacción química muy rápida, originada por: fricción o impacto, calor
(llama o chispa) ó presión. Esta reacción produce principalmente sustancias en
estado gaseoso, las cuales se expanden en un corto periodo de tiempo debido a
las elevadas temperaturas, ejerciendo presión en los alrededores y llegando
incluso a efectuar un trabajo.

Los explosivos se pueden categorizar teniendo en cuenta diferentes criterios, tales
como su grado de descomposición, su naturaleza química y su velocidad de
reacción. En la primera se encuentran los Altos Explosivos y Bajos Explosivos, en
la segunda se diferencian los Orgánicos (clasificados en nitrohidrocarburos,
nitroaminas o ésteres nítricos) y los Inorgánicos u Organometálicos, mientras la
tercera categorización los divide en Iniciadores o Detonadores, Multiplicadores,
Rompedores y Propulsores (García C., 2009).


Clasificación de los explosivos

Según la clasificación de las sustancias peligrosas desarrollada por la
Organización de las Naciones Unidas (ONU), los materiales explosivos
corresponden a la Clase 1 y se dividen e seis subclases, tal como se presenta en
la siguiente tabla:
Tabla 1. Clasificación de los explosivos según la ONU
CLASE: 1 – EXPLOSIVOS
La Clase 1 comprende:
Sustancias explosivas: Son sustancias o mezcla de sustancias sólidas o líquidas que
de manera espontánea o por reacción química, pueden desprender gases a una
temperatura, presión y velocidad tales que causen daños en los alrededores.
Sustancias pirotécnicas: Son sustancias o mezclas de sustancias destinadas a producir
un efecto calorífico, luminoso, sonoro, gaseoso o fumígeno o una combinación de los
mismos, como consecuencia de reacciones químicas exotérmicas autosostenidas no
detonantes.
Objetos explosivos: Son objetos que contienen una o varias sustancias explosivas.
SUBCLASIFICACIÓN
PICTOGRAMA
Sustancias y objetos que presentan un riesgo de
explosión en masa (se entiende por explosión en
Subclase 1.1
masa la que afecta de manera prácticamente
instantánea a casi toda la carga).
Sustancias y objetos que presentan un riesgo de
Subclase 1.2
proyección sin riesgo de explosión en masa.
Sustancias y objetos que presentan un riesgo de
Subclase 1.3
incendio con ligero riesgo de que se produzcan
pequeños efectos de onda expansiva o de

Subclase 1.4

Subclase 1.5

Subclase 1.6

proyección, o ambos efectos, pero sin riesgo de
explosión en masa.
Sustancias y objetos que no presentan ningún
riesgo considerable. Se incluyen en esta división
las sustancias y objetos que sólo presentan un
pequeño riesgo en caso de ignición o de cebado
durante el transporte. Los efectos se limitan en su
mayor parte al bulto, y normalmente no se
proyectan a distancia fragmentos de tamaño
apreciable. Los incendios exteriores no habrán de
causar la explosión prácticamente instantánea de
casi todo el contenido del bulto.
Sustancias muy insensibles que presentan un
riesgo de explosión en Masa. Se incluyen en esta
división las sustancias que presentan un riesgo de
explosión en masa, pero, que son tan insensibles
que, en condiciones normales de transporte,
presentan una probabilidad muy reducida de
cebado o de que su combustión se transforme en
detonación.
Objetos extremadamente insensibles que no
presentan riesgo de explosión en masa. Se
incluyen en esta división los objetos que contienen
solamente sustancias detonantes sumamente
insensibles y que presentan una probabilidad
ínfima de cebado o de propagación accidental.

Fuente: Organización de las Naciones Unidas, ONU. Transporte de mercancías
peligrosas: Reglamento modelo. Nueva York: UN, 2003.

2.1.5 Tetranitrato de Pentaeritritol (PETN)
El PETN ó Pentrita, es un explosivo sumamente estable, con una mayor
sensibilidad al choque o a la fricción que el TNT. Presenta forma cristalina y es
prácticamente insoluble en agua.
Es empleado en la fabricación de cordones detonantes, explosivos sísmicos y
algunos productos de uso militar. Se obtiene por la reacción controlada entre

pentaeritritol (polialcohol) y ácido nítrico concentrado, siendo necesario además,
purificarla mediante su disolución en acetona y posterior re-cristalización.1
Tabla 2. Propiedades del PETN

Estructura
1,3-Dinitrato-2,2Nombre IUPAC
bi(nitratometil)propano
Fórmula química
C5H8N4O12
Peso molecular
316.14 g/mol
Sensibilidad al choque
Media
Sensibilidad a la fricción Media
Densidad
1.773 g/cm3 a 20 oC
Velocidad explosiva
8,400 m/s
Punto de fusión
141.3 oC
Punto de ebullición
190 oC
Inodoro,
blanco,
Apariencia
sólido cristalino.
Fuente: Unión Española de Explosivos, 1994.

El tetranitrato de pentaeritritol (PETN), es un éster del nitrato clasificado como un
componente de municiones de gran preocupación para el Departamento de
Defensa de EE.UU. Tanto la producción como el uso de esta sustancia
representan un problema ambiental y una amenaza para los ecosistemas y la
salud humana, debido a que el compuesto no se encuentra libre en la naturaleza.
(Zhuang, 2007). Se conoce que su explosión libera gases tóxicos, tales como
monóxido de carbono (CO) ó vapores nitrosos (NO y NO2). (French et al., 1996).

1

Tetranitrato de Pentaeritritol. Disponible en: http://enciclopedia.elgrancapitan.org/index.php/PETN

2.1.6 Trinitrotolueno (TNT)
El trinitrotolueno es un sólido amarillo, sin olor, que no se encuentra naturalmente
en el ambiente. Es un explosivo usado en proyectiles militares, bombas y
granadas, en la industria, y en explosiones bajo el agua.
La síntesis del TNT inicia con la nitración del tolueno mediante una mezcla de
ácidos sulfúrico y nítrico. Incluso mezclas de baja concentración de ácido son
capaces de hacer la primera y segunda introducción de los grupos nitro. Los
grupos nitro bajan la reactividad del tolueno drásticamente porque son grupos
atractores de electrones. Tras la separación, el mono- y dinitrotolueno es
completamente nitrado con una mezcla de ácido nítrico fumante y oleum (ácido
sulfúrico con hasta un 60% de SO3 disuelto). Esta mezcla es bastante más
reactiva y es capaz de introducir el último grupo nitro. El ácido residual de este
proceso se usa en el primer paso de la reacción en la síntesis industrial.2
Tabla 3. Propiedades del TNT

Estructura
Nombre IUPAC
2,4,6-trinitro-1-etilbenceno
Fórmula química
C6H2(NO2)3CH3
Peso molecular
227.1 g/mol
Sensibilidad al choque
Baja
Sensibilidad a la fricción Baja
Densidad
1.663 g/cm3 a 20 oC
Velocidad explosiva
6,900 m/s
Punto de fusión
81 oC
Punto de ebullición
240 oC
Inodoro, sólido cristalino,
Apariencia
amarillo pálido.
Fuente: Unión Española de Explosivos, 1994.

2

Trinitrotolueno. Disponible en: http://enciclopedia.elgrancapitan.org/index.php/TNT

El TNT es una sustancia altamente tóxica que entra al ambiente en aguas
residuales y en desechos sólidos producidos durante la manufactura de este
compuesto, el procesamiento y destrucción de bombas y granadas, así como
durante el reciclaje de explosivos. El compuesto se moviliza en aguas superficiales
y pasa al agua subterránea a través del suelo. Se conoce que en el agua
superficial puede ser degradado por la luz a otras sustancias químicas, y aunque
existen microorganismos en el agua y el sedimento que también facilitan su
degradación, es posible que pequeñas cantidades de TNT se acumulen en peces
y en plantas.3

2.1.7 Biodegradación
La biodegradación es un proceso natural a través del cual los microorganismos
transforman compuestos orgánicos en otras sustancias, mediante el desarrollo de
una serie de subprocesos que incluyen: la digestión, asimilación y metabolismo de
dichos compuestos. En la mayoría de los casos, los productos resultantes
presentan una menor concentración o son menos tóxicos que los compuestos
originales; por tal motivo la biodegradación suele utilizarse para la eliminación de
sustancias simples como los desechos orgánicos, así como también para mitigar
la contaminación generada por compuestos complejos, tales como: polipropileno,
hidrocarburos y disolventes clorados.
El proceso puede consistir en simples alteraciones estructurales del compuesto
(biodegradación primaria) ó en conversiones a productos inorgánicos de bajo peso
molecular y constituyentes celulares (mineralización).
La biodegradación permite la restitución de elementos esenciales en la formación
y crecimiento de los organismos (carbohidratos, lípidos, proteínas), por lo que se
considera indispensable para el reciclaje de los elementos en la biosfera. Esta
descomposición puede llevarse a cabo en presencia de oxigeno (aeróbica) o en su
3

Agencia para Sustancias Tóxicas y Registro de Enfermedades, (ATSDR). Reseña Toxicológica
del 2,4,6-Trinitrotolueno. Atlanta, E.E.U.U., 1995.
Disponible en: http://www.atsdr.cdc.gov/es/phs/es_phs81.html

ausencia (anaeróbica). La primera es más completa y libera energía, dióxido de
carbono y agua; mientras que los procesos anaeróbicos son oxidaciones
incompletas en las que se libera menor energía.4

2.1.7.1. Biodegradación de PETN
Los ésteres de nitrato nunca han sido encontrados naturalmente en el medio
ambiente, por tanto constituyen un desafío xenobiótico para los sistemas
biológicos. Los estudios relacionados con la biodegradabilidad de los ésteres de
nitrato, han tomado gran importancia en el desarrollo de métodos para su
eliminación de las aguas residuales provenientes de su fabricación, así como para
la biorremediación de suelos contaminados en los sitios de producción,
almacenamiento y uso de estos compuestos.
Los explosivos de este tipo contienen abundante carbono derivado de
polialcoholes, tales como glicerol y pentaeritritol, los cuales son asimilables por las
bacterias. Además, se componen de una importante cantidad de nitrógeno que
puede aportar al suministro de este elemento durante el crecimiento microbiano.
(White et al., 1996). Por ejemplo, algunas especies de bacterias cuentan con la
capacidad de reducir el nitrato y/o nitrito a iones de amonio, lo que constituye una
alternativa para la desnitrificación secuencial del PETN debido a que se puede
reducir de tetranitrato de pentaeritritol a trinitrato de pentaeritritol (PETRIN) y
después a dinitrato de pentaeritritol (PEDN), eliminando los grupos nitro del
compuesto. (Zhuang, 2007).

2.1.7.2. Biodegradación de TNT
Al igual que otros compuestos nitroaromáticos como los fertilizantes y solventes, el
trinitrotolueno es altamente persistente debido a que su proceso de degradación
microbiológica se encuentra limitado por su composición química, pues es un

4

Biodegradación. Disponible en: http://www.cricyt.edu.ar/enciclopedia/terminos/Biodegrada.htm

compuesto artificial cuya estructura difiere considerablemente de las sustancias
generadas de forma natural. Sin embargo, las investigaciones relacionadas con la
degradación de compuestos persistentes como hidrocarburos, fenoles y
explosivos, evidencian que las especies nativas de ambientes con presencia de
estas sustancias son microorganismos altamente efectivos para su degradación
debido a que se encuentran adaptados a las condiciones del medio y tienen la
capacidad de utilizar estos compuestos como fuente de carbono y/o nitrógeno
para su crecimiento. (Zoe & Neil, 2006).
El desarrollo

de

numerosos estudios ha

demostrado

la existencia

de

microorganismos capaces de degradar explosivos como el trinitrotolueno,
transformándolos en compuestos más simples (Claus H. et al., 2007). Se conocen
tres rutas metabólicas empleadas por estos microorganismos para convertir el
TNT en sustancias intermediarias menos tóxicas para el medio ambiente. La
primera ruta tiene lugar en ausencia de oxígeno y consiste en la transformación
secuencial de los grupos nitro unidos al anillo aromático hacia la respectiva amina;
dentro de las especies capaces de realizar esta vía metabólica se encuentran el
Clostridium sp, así como ciertas bacterias sulfatoreductoras como Desulfovibrio
sp. (Yin et al., 2004).
La segunda alternativa metabólica se realiza en condiciones aerobias y consiste
en el aprovechamiento de la facultad que posee el trinitrotolueno para aceptar
electrones, debido a la reducción de los grupos nitro formados por los enlaces
nitrógeno-oxígeno, los cuales tienes la propiedad de ser altamente electrofílicos.
(Yin et al., 2004). Dentro de las bacterias capaces de realizar esta sucesión de
reacciones, se encuentran las Pseudomonas putida, Enterobacter cloacae y la
Escherichia coli. (Zoe & Neil, 2006).
La tercera ruta metabólica se caracteriza por ser una de las más complejas y
menos común dentro de los microorganismos. Consiste en la disociación de los
enlaces que conforman el anillo aromático, para la generación del complejo
Jackson-Meisenheimer. (Zoe & Neil, 2006).

2.2 MARCO LEGAL


Constitución Política de Colombia 1991.
Artículo 223. “Sólo el Gobierno puede introducir y fabricar armas, municiones
de guerra y explosivos. Nadie podrá poseerlos ni portarlos sin permiso de la
autoridad competente.”



Decreto 2811 de 1974, Presidencia de la República. Por el cual se dicta el
Código Nacional de Recursos Naturales Renovables y de Protección al Medio
Ambiente. Presidencia de la República.



Decreto 334 de 2002, Ministerio de Defensa Nacional. Por el cual se
establecen normas en materia de explosivos.



Resolución 2400 de 1979, Ministerio del Trabajo y Seguridad Social. Por el
cual se establecen algunas disposiciones sobre vivienda, higiene y seguridad
en los establecimientos de trabajo.
Título VII De los explosivos.



Circular No. 0277 de 1997, INDUMIL. Instrucciones sobre la seguridad en la
utilización de material explosivo, donde se transcribe, resume y reitera el cabal
cumplimiento de las Normas de Seguridad en labores subterráneas y de
superficie con explosivos en el territorio nacional.

3. METODOLOGÍA
La metodología propuesta para el desarrollo del presente proyecto se basa
principalmente en las técnicas empleadas en investigaciones anteriores (Carvajal
& Herrera, 2010. Aldana & Bravo, 2010) y pretende dar continuidad a los
proyectos relacionados con la biodegradación de explosivos, efectuados en la
Universidad De La Salle. A continuación, se mencionan las actividades y
procedimientos más relevantes de los trabajos que dieron origen a este proyecto.
Como primera actividad se realizó la toma de muestras de agua, lodo y suelo en
diferentes puntos de ambientes con presencia de explosivos de una industria5. Los
puntos de muestreo fueron: zona frente a la planta de cristalización, canal exterior
de la planta, trampa taller multiplicador, canal trampa producción, caneca de
residuos de lavado, tanque de transporte, caja de captación, tanque de
concentración de tensoactivos, campo de prueba, lodos de la planta de
tratamiento de aguas residuales, zona de fitorremediación y por último el caño de
la planta y suelo control (sin presencia de explosivo).
Posteriormente se realizó el pre-enriquecimiento de las muestras tomadas, con el
fin de aumentar la concentración y el volumen de población microbiana de las
mismas. El procedimiento consistió en la adición de cada una de las muestras en
un medio de cultivo denominado T2 y compuesto por: fuente de carbono, medio
mineral (líquido en este caso) y explosivo PETN ó TNT a una concentración de
100 mg/L, los cuales fueron agregados a medios de cultivo independientes. Las
mezclas constituidas por estas sustancias y las muestras tomadas, fueron
sometidas a agitación constante (120 rpm) en shaker, durante un periodo de 45
días.
Después del pre-enriquecimiento, se realizó el aislamiento de las cepas mediante
diluciones para seleccionar las colonias teniendo en cuenta su morfotipo;

5

El presente proyecto está sujeto a condiciones de confidencialidad. La procedencia de las
muestras no puede ser revelada.

finalmente se analizó la degradación de los explosivos a través de cromatografía
liquida de alta eficiencia (HPLC).
A continuación se presenta la metodología utilizada para el desarrollo del presente
trabajo de investigación, cuyas actividades fueron efectuadas en óptimas
condiciones

asépticas, de acuerdo con los protocolos de desinfección y

esterilización de los laboratorios de microbiología de la Universidad De La Salle.
La investigación se realizó a través de siete fases, las cuales se describen
mediante el siguiente diagrama de flujo:

Figura 3. Fases metodológicas para el desarrollo de la investigación
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Fuente: Los Autores, 2011
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3.1 PRIMERA FASE- Recuperación de las cepas
Con el propósito de conservar las cepas originales se realizaron tres resiembras
(cada una por triplicado) de las mismas en cajas de Petri, mediante la técnica de
estriado de cuatro zonas por agotamiento, empleando como medio de cultivo T26
sólido con fuente de carbono y PETN ó TNT respectivamente a una concentración
de 100 mg/L (ver anexo B y anexo C). La incubación de estos cultivos se efectuó a
una temperatura de 25oC ± 2 y durante el periodo de tiempo en el que se
evidenció su aumento poblacional, el cual osciló entre 12 y 15 días, de acuerdo
con la velocidad de crecimiento que cada una de las cepas presentó.
Adicionalmente se realizó la preservación de las mismas por medio de
refrigeración (4°C).
Figura 4. Preparación de medio de cultivo y resiembra de cepas

Fuente: Los Autores, 2011.

3.2 SEGUNDA FASE- Control macro y microscópico de las cepas
Para la identificación de los morfotípos (características macroscópicas) de las
cepas, se realizaron observaciones de las características físicas de las colonias
bacterianas, tales como: forma, elevación, borde y color, mediante estereoscopio.
6

El medio mineral denominado T2 es el único medio de cultivo empleado durante el desarrollo de
este proyecto, debido a que los resultados obtenidos en las investigaciones realizadas con
anterioridad por los tesistas de la Universidad de La Salle y la Pontificia Universidad Javeriana,
reportaron que a diferencia de otros medios evaluados, el T2 permite un óptimo crecimiento
microbiano.

Esta actividad se realizó durante el periodo de incubación (entre 12 y 15 días) y
con una frecuencia de dos días, con el propósito de evidenciar su crecimiento y los
posibles cambios morfotípicos de las cepas a través del tiempo.
Para conocer algunas de las características microscópicas de las cepas, tales
como su morfología y forma de agrupación, se efectuaron tinciones de Gram (ver
anexo D) y observaciones mediante microscopio.
Por otra parte, se garantizó la preservación de las cepas por medio de crioconservación,

realizando

inoculaciones

por

duplicado

en

crioviales

que

posteriormente fueron refrigerados a una temperatura de -70°C.
Figura 5. Control macro y microscópico de cepas

Fuente: Los Autores, 2011

3.3 TERCERA FASE – Conformación de los consorcios bacterianos
En esta etapa se establecieron dos consorcios: el primero se conformó mediante
la mezcla de las 23 cepas con capacidad degradadora de PETN (consorcio A) y el
segundo por medio de la mezcla de las 29 cepas con capacidad degradadora de
TNT (consorcio B); cada uno de los consorcios se sembró en medio de cultivo T2
líquido con fuente de carbono y explosivo PETN ó TNT a una concentración de
100 mg/L (ver anexo E), de manera que los dos consorcios se expusieron a la
presencia de ambos explosivos en forma separada, obteniéndose cuatro cultivos
diferentes.

La concentración necesaria de cada una de las cepas que integran los consorcios
se determinó de acuerdo con los estándares de la escala de Mc Farland,
escogiéndose el tubo uno (3.0 x 108 UFC/mL) como la concentración ideal que
permitió alcanzar la turbidez requerida para la conformación de tales consorcios,
debido a que la absorbancia obtenida en este valor representa la fase exponencial
de los microorganismos en la cual su metabolismo y crecimiento son óptimos.
Figura 6. Mezcla de cepas de acuerdo a la escala de Mc Farland

Fuente: Los Autores, 2011.

La estabilización de los cuatro cultivos se llevó a cabo durante un periodo de dos
meses, bajo condiciones de agitación continua (120 rpm) en shaker Innova 4040R, a temperatura ambiente (25oC ± 2) y en ausencia de luz.
Figura 7. Cultivos de consorcios A y B en presencia de PETN/TNT y condiciones de
agitación

Fuente: Los Autores, 2011.

La renovación del medio de cultivo se realizó cada 20 días, extrayendo el 30% del
medio antiguo y adicionando la misma cantidad de medio fresco. Finalmente, se
verificó el crecimiento de los consorcios mediante control microscópico
(observación en placas in vitro y tinciones de Gram).
Durante el desarrollo de esta fase, adicionalmente se dio continuidad al
seguimiento de las cepas originales (aislamientos) con el propósito de conocer su
evolución y controlar las condiciones necesarias para su conservación.

3.4 CUARTA FASE – Evaluación de la biodegradación por HPLC
Antes de realizar la evaluación de la biodegradación efectuada por los consorcios
bacterianos, fue necesario desarrollar pruebas preliminares que permitieran la
obtención de datos más acertados, las cuales consistieron en diluir 5mL del
contenido de cada cultivo en 45mL de medio T2 líquido con fuente de carbono y
explosivo PETN ó TNT, de acuerdo al cultivo de procedencia.
Esta actividad se efectuó por triplicado (réplicas) para cada uno de los cultivos,
con el propósito de obtener valores más próximos a la realidad en los análisis de
cromatografía líquida de alta eficiencia. Para cada una de estas réplicas se
efectuaron cinco extracciones (ver anexo D) con intervalos de dos días;
posteriormente estas fueron evaluadas por HPLC de acuerdo al método 8330
descrito por la EPA (EPA, 1994), con el fin de conocer la degradación de los
explosivos resultante de la actividad microbiana en los cuatro cultivos.
Los datos arrojados por los análisis de HPLC fueron multiplicados por dos con el
propósito de obtener la concentración real del explosivo en la muestra, ya que al
realizar las extracciones se agregó 1mL de muestra y 1mL de acetonitrilo, lo cual
ocasiona la dilución de la muestra a un factor 1:1.

Figura 8. Procedimiento para extracción de muestras de consorcios bacterianos

Fuente: Los Autores, 2011.

3.5 QUINTA FASE – Control de cepas post - mezcla
A partir del establecimiento de los cuatro cultivos madre se realizaron diluciones
en base 10 (10-2 a 10-4) de cada uno de ellos en agua peptonada destilada estéril,
las cuales fueron empleadas para efectuar siembras masivas por triplicado en
medio de cultivo T2 sólido con fuente de carbono y explosivo PETN ó TNT, de
acuerdo al cultivo de procedencia. Estas siembras fueron incubadas a una
temperatura de 25oC ± 2 durante un periodo de 15 días, en los cuales se
realizaron cinco observaciones periódicas de sus características morfotípicas.
Por otra parte, se tomaron muestras de cada uno de los cuatro cultivos, para
realizar tinciones de Gram, con el propósito de identificar la morfología
microscópica y formas de agrupación de las cepas que integran los consorcios.

3.6 SEXTA FASE – Análisis estadístico
Teniendo en cuenta que las pruebas realizadas con los dos consorcios
conformados se basaron en mediciones repetidas de la concentración de
explosivos (PETN y TNT) durante el tiempo de estudio, se descartó la aplicabilidad
de un diseño experimental debido a que las variables de la investigación

implicaban una evaluación simple que se podía desarrollar mediante análisis
estadístico.
Durante el desarrollo de este trabajo se consideraron tres variables de
investigación, estas incluyen: la concentración de PENT y TNT como variables
dependientes de la degradación realizada por parte de los microorganismos. Así
mismo, el periodo de evaluación (12 días) y los consorcios bacterianos A y B,
constituyen las variables independientes, debido a que no obedecen a ningún otro
factor evaluable estadísticamente.
El análisis realizado consistió en pruebas de hipótesis e intervalos de confianza,
los cuales fueron calculados mediante el programa estadístico SPSS. Las pruebas
de hipótesis se desarrollaron a partir un valor hipotético (H0 ó Ha) que fue
posteriormente comparado con la probabilidad de error observada (P_valor) y la
diferencia de medias, teniendo en cuenta que:
P_valor > α = H0 ; P_valor ˂ α = Ha
Donde,
P_valor: Probabilidad de error observada
α: 5% de significancia
H0: Hipótesis nula
Ha: Hipótesis alterna
H0: µTNT = µPETN ; Ha: µTNT ≠ µPETN
Donde,
H0: Hipótesis nula
Ha: Hipótesis alterna
µTNT: Concentración promedio de TNT
µPETN: Concentración promedio de PETN

Por otra parte, los intervalos de confianza calculados a través del programa
estadístico SPSS, permitieron conocer los rangos en los cuales se encuentran los
verdaderos valores de la concentración de los explosivos evaluados, con una
probabilidad de acierto (nivel de confianza) del 95% y una probabilidad de error
(nivel de significancia) del 5%.

3.7 SÉPTIMA FASE – Comparación Consorcios vs cepas degradadoras
Los porcentajes de degradación de PETN y TNT obtenidos para los consorcios
bacterianos, fueron comparados con los alcanzados por parte de cepas
individuales evaluadas en investigaciones anteriores (Carvajal S. et al, 2010) y que
constituyen los consocios conformados durante el desarrollo del presente trabajo.
A partir de esta comparación se establecieron la efectividad que tienen los
consorcios frente a las cepas aisladas en la degradación de cada uno de los
explosivos, teniendo en cuenta el porcentaje de remoción del sustrato (TNT ó
PETN) obtenido para cada ensayo en el tiempo establecido.

4. RESULTADOS
4.1 RECUPERACIÓN DE LAS CEPAS
Las

investigaciones

relacionadas

con

la

biodegradación

de

explosivos

desarrolladas en la Universidad De La Salle durante la primera etapa del
megaproyecto “Diseño de un dispositivo de microorganismos degradadores de
PETN y TNT incorporado en el explosivo Pentolita”, reportaron como resultado el
aislamiento de 130 cepas nativas de ambientes con presencia de estos
compuestos, de las cuales 74 demostraron la facultad de degradar Tetranitrato de
Pentaeritritol (Carvajal et al, 2010), mientras las 56 cepas restantes presentaron la
capacidad de degradar Trinitrotolueno (Aldana et al, 2010).
A partir de los aislamientos resultantes, se realizó la primera resiembra de los
mismos por triplicado (réplicas), en T2 sólido como medio de crecimiento. Durante
20 días de incubación, se evidenció el crecimiento progresivo de la población
bacteriana; se recuperaron 38 cepas con capacidad degradadora de PETN y 41
con capacidad degradadora de TNT. Los 51 aislamientos restantes fueron
descartados debido a que no presentaron crecimiento.
Posteriormente, se llevó a cabo una segunda resiembra de las cepas que
manifestaron

crecimiento

bajo

las

mismas

condiciones

de

incubación,

obteniéndose como resultado un crecimiento poblacional más acelerado que el
registrado en primera resiembra (entre 12 y 15 días). Sin embargo, esto no fue
una característica común para todas las cepas puesto que sobrevivieron 23
aislamientos con capacidad degradadora de PETN y 29 con capacidad
degradadora de TNT, los aislamientos restantes no manifestaron crecimiento en
ninguna de sus réplicas.
Finalmente, se realizó la tercera y última resiembra de las cepas a partir de los
resultados obtenidos previamente. En esta oportunidad se obtuvo un crecimiento
favorable en todas las resiembras efectuadas, de las cuales 23 corresponden a
cepas con capacidad degradadora de PETN y 29 con capacidad degradadora de

TNT. Los aislamientos finales se refrigeraron a 4°C para garantizar su
conservación.

4.2 CONTROL MACRO Y MICROSCÓPICO DE LAS CEPAS
Después de verificar un crecimiento positivo en la segunda y tercera resiembra,
se dio paso a la observación de las colonias teniendo como criterio cualitativo la
morfología de las mismas (forma, elevación, borde y color). Para esto, se realizó
una nueva resiembra de las 52 cepas, y se hizo seguimiento de la estabilidad de
los morfotípos durante un periodo de 15 días.
Las observaciones de los morfotípos de las colonias permitieron corroborar los
morfotipos de 23 de las cepas con capacidad degradadora de PETN y los 29
morfotipos de las cepas con capacidad degradadora de TNT.
A continuación se presentan los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta
actividad:
Tabla 4. Morfotipos de cepas con capacidad degradadora de PETN
CEPA

ANTES
(5 días de incubación)

MORFOTIPOS
DESPUES
(15 días de incubación)

DESCRIPCIÓN FINAL
Forma: Irregular
Elevacion: Acuminada

P1
Borde: Rizoide
Color: Centro amarillo,
borde blanco
Forma: Irregular
Elevacion: Acuminada
P2

Borde: Ondulado
Color: Centro amarillo,
borde blanco

Forma: Circular
P3

Elevacion: Convexa
Borde: Entero
Color: Amarillo
Forma: Irregular
Elevacion: Convexa

P4

Borde: Entero
Color: Centro naranja,
borde blanco
Forma: Irregular
Elevacion: Papilada

P5

Borde: Lobulado
Color: Centro amarillo,
borde blanco
Forma: Irregular
Elevacion: Plana

P7
Borde: Lobulado
Color: Naranja
Forma: Circular
Elevacion: Acuminada
P8

Borde: Ondulado
Color: Centro amarillo,
borde blanco

Forma: Circular
Elevacion: Convexa
P9
Borde: Rizoide
Color: Amarillo
Forma: Irregular
Elevacion: Acuminada
P10

Borde: Ondulado
Color: Centro amarillo,
borde blanco
Forma: Circular
Elevacion: Plana

P11
Borde: Entero
Color: Transparente
Forma: Irregular
Elevacion: Papilada
P12

Borde: Ondulado
Color: Centro naranja,
borde transparente
Forma: Irregular
Elevacion: Plana

P13
Borde: Lobulado
Color: Amarillo claro
Forma: Irregular
P14
Elevacion: Papilada

Borde: Filamentoso
Color: Centro amarillo,
borde transparente

Forma: Irregular
Elevacion: Umbilicada
P15
Borde: Entero
Color: Naranja
Forma: Irregular
Elevacion: Convexa
P16

Borde: Entero
Color: Centro naranja,
borde transparente
Forma: Irregular
Elevacion: Plana

P17
Borde: Filamentoso
Color: Naranja
Forma: Irregular
Elevacion: Acuminada
P18

Borde: Rizoide
Color: Centro amarillo,
borde transparente

Forma: Circular
Elevacion: Acuminada
P19

Borde: Ondulado
Color: Centro amarillo,
borde transparente

Forma: Irregular
Elevacion: Acuminada
P20
Borde: Filamentoso
Color: Café
Forma: Irregular
Elevacion: Papilada
P22
Borde: Ondulado
Color: Naranja
Forma: Irregular
Elevacion: Acuminada
P23

Borde: Ondulado
Color: Centro café,
borde transparente
Forma: Circular
Elevacion: Convexa

P25
Borde: Ondulado
Color: Amarillo

P26

Forma: Irregular
Elevacion: Papilada

Borde: Filamentoso
Color: Café

Fuente: Los Autores, 2011.

Tabla 5. Morfotipos de cepas con capacidad degradadora de TNT
CEPA

ANTES
(5 días de incubación)

MORFOTIPOS
DESPUES
(15 días de incubación)

DESCRIPCIÓN FINAL
Forma: Circular
Elevacion: Convexa

T2

Borde: Entero
Color: Centro amarillo,
borde blanco
Forma: Irregular
Elevacion: Papilada

T3
Borde: Ondulado
Color: Blanco

Forma: Circular
Elevacion: Convexa
T4
Borde: Entero
Color: Naranja

Forma: Circular
Elevacion: Convexa
T5
Borde: Entero
Color: Rosado
Forma: Circular
Elevacion: Acuminada
T6

Borde: Entero
Color: Centro blanco,
borde transparente
Forma: Circular
Elevacion: Acuminada

T7

Borde: Entero
Color: Centro amarillo,
borde blanco
Forma: Circular
Elevacion: Convexa

T8
Borde: Entero
Color: Transparente

Forma: Irregular
Elevacion: Papilada
T9

Borde: Ondulado
Color: Cenro amarillo,
borde blanco

Forma: Circular
Elevacion: Acuminada
T10

Borde: entero
Color: Centro rosado,
borde transparente
Forma: Irregular
Elevacion: Acuminada

T11

Borde: Ondulado
Color: Centro naranja,
borde amarillo
Forma: Circular
Elevacion: Convexa

T12
Borde: Entero
Color: Amarillo
Forma: Circular
Elevacion: Acuminada
T13

Borde: Entero
Color: Centro amarillo,
borde transparente
Forma: Circular
Elevacion: Convexa

T14

Borde: Ondulado
Color: Centro blanco,
borde transparente

Forma: Circular
Elevacion: Convexa
T15
Borde: Entero
Color: Naranja

Forma: Circular
Elevacion: Convexa
T16
Borde: Entero
Color: Blanco

Forma: Irregular
Elevacion: Acuminada
T17
Borde: Ondulado
Color: Transparente

Forma: Irregular
Elevacion: Plana
T18
Borde: Ondulado
Color: Blanco

Forma: Circular
Elevacion: acuminada
T19

Borde: Entero
Color: Centro blanco,
borde transparente

Forma: Irregular
Elevacion: Acuminada
T22
Borde: Entero
Color: Centro amarillo,
borde blanco
Forma: Circular
Elevacion: Acuminada
T23
Borde: Entero
Color: Rosado claro
Forma: Circular
T24

Elevacion: Plana
Borde: Entero
Color: Blanco
Forma: Circular
Elevacion: Convexa

T25
Borde: Entero
Color: Rosado
Forma: Circular
Elevacion: Acuminada
T27
Borde: Ondulado
Color: Amarillo
Forma: Circular
T28

Elevacion: Plana
Borde: Ondulado

Color: Transparente
Forma: Circular
Elevacion: Plana
T29

Borde: Ondulado
Color: Centro amarillo,
borde blanco
Forma: Irregular
Elevacion: Acuminada
Borde: Ondulado

T32

Color: Centro amarillo,
borde claro

Forma: Circular
Elevacion: Acuminada
T33
Borde: Entero
Color: Blanco
Forma: Circular
Elevacion: Plana
T34

Borde: Ondulado
Color: Centro naranja,
borde blanco
Forma: Circular
Elevacion: Convexa

T35
Borde: Entero
Color: Transparente
Fuente: Los Autores, 2011.

Como se puede observar en las tablas anteriores, 16 cepas con capacidad
degradadora de PETN y 29 con capacidad degradadora de TNT, presentaron
cambios en la morfología macroscópica y tamaño de sus colonias, con el
transcurrir del tiempo de incubación.
Por otra parte, al realizar tinción de Gram a las muestras provenientes de los
cuatro cultivos, permitió conocer que 20 de las 23 cepas con capacidad
degradadora de PETN son Gram negativas, y las 3 cepas restantes son Grampositivas. De las tinciones realizadas a las cepas con capacidad degradadora de
TNT dieron como resultado 22 Gram-negativas y 7 Gram-positivas. Además se
observó que la mayoría de las cepas (16 con capacidad degradadora de PETN y
22 con capacidad degradadora de TNT) presentaron morfología microscópica de
bacilos, tal como se muestra en las tablas que se presentan a continuación:
Tabla 6. Morfología de cepas con capacidad degradadora de PETN
CEPAS

DESCRIPCIÓN
Morfología: Cocos

P1
P4
P12
P20

Agrupación: Estreptococos y
estafilococos
Coloración Gram: Gram-negativos

P2
P3
P5
P7
P9
P10
P11
P13
P15
P16
P18
P19
P22
P23
P25
P26

Morfología: Bacilos
Agrupación: Diplobacilos y
estreptobacilos
Coloración Gram: Gram-negativos

IMAGEN

Morfología: Cocos
P8
P14
P17

Agrupación: Diplococos e
independientes
Coloración Gram: Gram-positivos
Fuente: Los Autores, 2011

Tabla 7. Morfología de cepas con capacidad degradadora de TNT
CEPAS
T5
T8
T9
T11
T15
T33
T35
T2
T3
T10
T12
T16
T17
T22
T25
T27
T28
T29
T32
T4
T6
T7
T13
T14
T18
T19
T23
T24
T34

DESCRIPCIÓN

Morfología: Cocos
Agrupación: Diplococos e
independientes
Coloración Gram: Gram-positivos

Morfología: Bacilos
Agrupación: Diplobacilos e
independientes
Coloración Gram: Gram-negativos

Morfología: Bacilos
Agrupación: Diplobacilos y
estreptobacilos
Coloración Gram: Gram-negativos

Fuente: Los Autores, 2011

IMAGEN

4.3 CONFORMACIÓN DE CONSORCIOS
Después de conformar los consorcios A y B por duplicado para luego exponerlos a
una concentración de 100mg/L de PETN y TNT en forma independiente (cuatro
cultivos), se efectuó un seguimiento durante dos meses que permitió evidenciar un
aumento progresivo en la biomasa de estos cultivos, así como un incremento de la
turbidez presentada por los medios.
Adicionalmente, se observó un cambio en la coloración del mismo, tornándose
marrón para los dos cultivos que contenían TNT y blanco para los que contenían
PETN.

4.4 CONTROL DE CEPAS POST – MEZCLA
A partir de las siembras realizadas con las diluciones de los cuatro cultivos se
efectuaron observaciones para la identificación de los morfotipos presentados por
los consorcios. A continuación se presentan los resultados obtenidos durante el
desarrollo de esta fase:

Tabla 8. Morfotipos del consorcio A en presencia de PETN ó TNT
CONSORCIO A
EN PRESENCIA DE TNT
DILUCIÓN

MORFOTIPO

DESCRIPCIÓN

10

DESCRIPCIÓN

Forma: Circular

Forma: Irregular

Elevacion: Acuminada

Elevacion: Papilada

Borde: Entero

Borde: Filamentoso

Color: Centro amarillo,
borde blanco

Color: Centro amarillo,
borde transparente

Forma: Circular
-2

EN PRESENCIA DE PETN
MORFOTIPO

Elevacion: Acuminada
Borde: Ondulado

Forma: Irregular
Elevacion: Umbilicada
Borde: Ondulado

Color: Café

Color: Centro amarillo,
borde transparente

Forma: Circular

Forma: Irregular

Elevacion: Convexa

Elevacion: Umbilicada

Borde: Ondulado

Borde: Ondulado

Color: Café

Color: Centro naranja,
borde tansparente

10

Forma: Irregular

Forma: Irregular

Elevacion: Umbilicada

Elevacion: Convexa

Borde: Entero

Borde: Rizoide

Color: Centro amarillo,
borde transparente

Color: Centro café,
borde amarillo

Forma: Irregular

Forma: Irregular

Elevacion: Acuminada

Elevacion: Convexa

Borde: Entero

Borde: Filamentoso

Color: Centro amarillo,
borde transparente

Color: Centro naranja,
borde transparente

Forma: Circular

Forma: Circular

Elevacion: Acuminada

Elevacion: Convexa

Borde: Ondulado

Borde: Entero

Color: Centro amarillo,
borde blanco

Color: Centro amarillo,
borde transparente

-3

Forma: Irregular
Elevacion: Acuminada
Borde: Rizoide

Forma: Circular
Elevacion: Convexa
Borde: Ondulado

Color: Centro amarillo,
borde blanco

Color: Amarillo

Forma: Irregular

Forma: Circular

Elevacion: Acuminada

Elevacion: Convexa

Borde: Filamentoso

Borde: Entero

Color: Centro amarillo,
borde transparente

Color: Centro amarillo,
borde blanco

Forma: Irregular
Elevacion: Umbilicada
Borde: Entero
Color: Naranja

Forma: Irregular
Elevacion: Papilada
Borde: Filamentoso
Color: Centro café,
borde transparente

Forma: Irregular

Forma: Irregular

Elevacion: Umbilicada

Elevacion: Papilada

Borde: Ondulado

Borde: Ondulado

Color: Centro café,
borde transparente

Color: Centro naranja,
borde transparente

Forma: Circular

Forma: Irregular

Elevacion: Acuminada

Elevacion: Papilada

Borde: Entero

Borde: Ondulado

Color: Centro blanco,
borde transparente

Color: Centro naranja,
borde transparente

10-4
Forma: Irregular
Forma: Irregular
Elevacion: Acuminada
Elevacion: Convexa
Borde: Ondulado
Borde: Rizoide
Color: Centro café,
borde transparente

Color: Transparente

Forma: Irregular

Forma: Irregular

Elevacion: Acuminada

Elevacion: Convexa

Borde: Filamentoso

Borde: Entero

Color: Café

Color: Blanco

Forma: Irregular
Elevacion: Acuminada
Borde: Espiculado
Color: Centro café,
borde transparente

Forma: Irregular
Elevacion: Plana
Borde: Ondulado
Color: Blanco

Fuente: Los Autores, 2011

A partir de los resultados presentados en la tabla anterior, se pudo determinar que de los 23 morfotípos que se usaron
para conformar el consorcio, ocho morfotipos se mantuvieron una vez hecho el control post-mezcla en el consorcio A;
estos corresponden a las cepas: P1, P8, P12, P14, P15, P20, P23 y P25. No se observó la permanencia de los 15
morfotípos restantes, presentados en las cepas aisladas; sin embargo, se evidenció la presencia de 20 morfotipos
nuevos.

Tabla 9. Morfotipos del consorcio B en presencia de PETN ó TNT
CONSORCIO B
EN PRESENCIA DE TNT
DILUCIÓN

10

MORFOTIPO

DESCRIPCIÓN

EN PRESENCIA DE PETN
MORFOTIPO

DESCRIPCIÓN

Forma: Circular

Forma: Circular

Elevacion: Convexa

Elevacion: Acuminada

Borde: Entero

Borde: Filamentoso

Color: Amarillo

Color: Naranja

Forma: Irregular

Forma: Irregular

Elevacion: Papilada

Elevacion: Convexa

Borde: Ondulado

Borde: Ondulado

Color: Centro café,
borde transparente

Color: Centro blanco,
borde transparente

-2

Forma: Irregular
Elevacion: Acuminada
Borde: Lobulado
Color: Centro naranja,
borde tansparente

Forma: Circular
Elevacion: Papilada
Borde: Ondulado
Color: Centro café,
borde transparente

Forma: Irregular

Forma: Irregular

Elevacion: Papilada

Elevacion: Acuminada

Borde: Ondulado

Borde: Filamentoso

Color: Centro naranja,
borde transparente

Color: Centro amarillo,
borde transparente

Forma: Irregular
Elevacion: Plana

10-3

Borde: Filamentoso
Color: Centro naranja,
borde transparente

Forma: Circular
Elevacion: Convexa
Borde: Entero
Color: Amarillo

Forma: Irregular
Elevacion: Convexa
Borde: Ondulado
Color: Amarillo

Forma: Irregular
Elevacion: Convexa
Borde: Espiculado
Color: Centro café,
borde transparente

Forma: Circular
Forma: Circular

Elevacion: Acuminada

Elevacion: Convexa
Borde: Entero
Borde: Filamentoso
Color: Café

Forma: Irregular

10-4

Elevacion: Papilada
Borde: Filamentoso

Color: Centro amarillo,
borde transparente
Forma: Irregular
Elevacion: Papilada
Borde: Entero

Color: Amarillo

Color: Centro naranja,
borde amarillo

Forma: Circular

Forma: Circular

Elevacion: Convexa

Elevacion: Papilada

Borde: Ondulado

Borde: Filamentoso

Color: Centró café,
borde transparente

Color: Centro amarillo,
borde blanco

Fuente: Los Autores, 2011

A partir de los resultados presentados en la tabla anterior, se pudo determinar que
de los 29 morfotípos que se usaron para conformar el consorcio, dos morfotipos se
mantuvieron una vez hecho el control post-mezcla en el consorcio B; estos
corresponden a las cepas: T12 y T13. No se observó la permanencia de los 27
morfotípos restantes, presentados en las cepas aisladas; sin embargo, se
evidenció la presencia de 16 morfotipos nuevos.
Como parte del control de los bioensayos, se realizaron tinciones de Gram que
permitieron la identificación de la morfología microscópica y formas de agrupación
de las bacterias que permanecieron en los consocios, durante el periodo de
evaluación. Los resultados obtenidos se presentan a continuación:
Tabla 10. Morfología microscópica de consorcios bacterianos
BIOENSAYO
-Consorcio
de TNT
-Consorcio
de PETN
-Consorcio
de TNT
-Consorcio
de PETN

A en presencia
A en presencia
B en presencia
B en presencia

DESCRIPCIÓN

IMAGEN

Morfología: Bacilos
Agrupación: Diplobacilos
y estreptobacilos
Coloración Gram:
Gram-negativos

Morfología: Cocos
-Consorcio A en presencia
de TNT
Agrupación: Diplococos
-Consorcio B en presencia
de PETN
Coloración Gram:
Gram-positivos
Fuente: Los Autores, 2011

4.5 EVALUACIÓN DE LA BIODEGRADACIÓN POR HPLC
La degradación de los explosivos (TNT y PETN) realizada por los consorcios
bacterianos se evaluó durante un periodo de 12 días, en los cuales se efectuaron
cinco extracciones de las tres pruebas de biodegradabilidad desarrolladas para
cada cultivo (réplicas). A continuación se presentan los resultados obtenidos a

partir de los análisis de HPLC realizados a cada extracción, en los que se refleja el
porcentaje de degradación de los explosivos, así como el subproducto 4-aminodinitrotolueno (4amDNT) resultante de la remoción de TNT efectuada por los
consorcios.
4.5.1 Resultados Consorcio A en presencia de TNT
En la Tabla 11 se muestran los valores de remoción de TNT obtenidos para cada
una de las réplicas del cultivo realizado con el consorcio A (cepas con capacidad
degradadora de PETN), durante un periodo de incubación de 12 días.
Tabla 11. Biodegradación de TNT realizada por el consorcio A
Replicas
1
2
3
Promedio
4amDNT
C. Abiótico

0 Días
55,288
58,444
58,324
57,352
0
57,850

Concentración de TNT (mg/L)
3 Días
6 Días
9 Días
38,946
34,214
33,882
38,134
32,638
34,772
41,242
36,548
32,600
39,441
34,467
33,751
3,043
0
1,475
57,980
58,876
57,434
Fuente: Los Autores, 2011.

12 Días
0
0
0
0
30,794
57,352

Gráfica 1. Degradación de TNT por parte del consorcio A

Fuente: Los Autores, 2011.

Porcentaje de
degradación
100%
100%
100%
100%

Como se puede observar en la gráfica, el consorcio A mostró una leve
degradación de TNT desde los primeros días de evaluación; nueve días después
de la incubación presentó un aumento significativo en la degradación,
obteniéndose finalmente una remoción de la totalidad del explosivo 12 días
después de iniciar las pruebas de biodegradabilidad.
Igualmente, se puede apreciar que la degradación del 100% de la concentración
de TNT realizada por el consorcio generó 4amDNT, cuya presencia se obtuvo a
partir

del

noveno

día

de

incubación,

tiempo

en

el

cual

se

aceleró

considerablemente la biodegradación del explosivo.

4.5.2 Resultados Consorcio B en presencia de TNT
En la siguiente tabla se presentan los valores de la biodegradación de
trinitrotolueno por parte del consocio B (cepas con capacidad degradadora de
TNT), arrojados por los análisis de HPLC.

Tabla 12. Biodegradación de TNT realizada por el consorcio B
Replicas
1
2
3
Promedio
4ADTN

0 Días
56,726
54,992
51,608
54,442
0

C. Abiótico

56,084

Concentración de TNT (mg/L)
3 Días
6 Días
9 Días
52,316
55,014
48,298
51,864
53,270
47,132
50,072
50,924
46,904
51,417
53,069
47,445
0
0
2,572
61,140
60,706
59,230
Fuente: Los Autores, 2011.

12 Días
44,076
42,830
41,144
42,683
4,178
58,290

Porcentaje de
degradación
22,30%
22,12%
20,28%
21,60%

Gráfica 2. Degradación de TNT por parte del consorcio B

Fuente: Los Autores, 2011.

En la gráfica anterior se puede observar que durante el periodo de incubación del
consorcio B, la degradación de TNT realizada por los microorganismos fue poca,
presentándose un leve incremento en la concentración del explosivo durante el
tercer y sexto día de análisis. Sin embargo, finalmente se obtuvo una remoción del
21,60% de la concentración de TNT, evidenciado a los 12 días de evaluación.
Por otra parte, se puede apreciar que la generación del subproducto 4amDNT
correspondiente a la biodegradación de TNT, permaneció nula en el transcurso de
los primeros seis días de análisis y mostró un leve incremento en los seis días
restantes de incubación.

4.5.3 Resultados Consorcio A en presencia de PETN
En la tabla que se presenta a continuación, se muestran los resultados arrojados
por los análisis de HPLC, efectuados al consorcio A para evaluar su capacidad
degradadora de PETN.

Tabla 13. Biodegradación de PETN realizada por el consorcio A
Replicas
1
2
3
Promedio
C. Abiótico

0 Días
53,470
52,836
55,074
53,793
58,314

Concentración de PETN (mg/L)
3 Días
6 Días
9 Días
50,472
51,884
49,906
49,374
50,122
49,134
52,148
52,766
50,886
50,665
51,591
49,975
57,468
57,676
57,270
Fuente: Los Autores, 2011.

12 Días
48,036
46,622
49,842
48,167
51,526

Porcentaje de
degradación
10,16%
11,76%
9,50%
10,46%

Gráfica 3. Degradación de PETN por parte del consorcio A

Fuente: Los Autores, 2011.

Como se puede observar en la gráfica 3, la actividad microbiana efectuada por el
consorcio A para la remoción de PETN fue poca, presentando incluso un aumento
de la concentración del explosivo en el sexto día de evaluación. No obstante, se
puede apreciar que al finalizar los 12 días de incubación, se logró una
biodegradación del 10,46% de Tetranitrato de Pentaeritritol.

4.5.4 Resultados Consorcio B en presencia de PETN
En la siguiente tabla se presentan los valores de la remoción de PETN obtenidos
para cada una de las réplicas del cultivo realizado con el consorcio B, el cual fue
evaluado durante un periodo de incubación de 12 días.
Tabla 14. Biodegradación de PETN realizada por el consorcio B
Replicas
1
2
3
Promedio
C. Abiótico

0 Días
50,594
58,498
48,108
52,400
57,572

Concentración de PETN (mg/L)
3 Días
6 Días
9 Días
48,31
50,380
50,09
48,796
50,288
50,75
52,704
49,25
52,280
49,937
49,973
51,040
57,952
55,572
55,412
Fuente: Los Autores, 2011.

12 Días
45,192
51,794
51,454
49,480
53,070

Porcentaje de
degradación
10,68%
11,46%
No hubo
5,57%

Gráfica 4. Degradación de PETN por parte del consorcio B

Fuente: Los Autores, 2011.

En la gráfica anterior se puede observar que la actividad microbiana realizada por
el consorcio B para la degradación de PETN fue muy poca, ya que transcurridos
los 12 días de incubación y análisis de extracciones por HPLC, se pudo evidenciar
una degradación del 5,57% de la concentración de PETN.

4.6 SEXTA FASE – Análisis estadístico
Después de realizar medidas por triplicado de la degradación de los explosivos
(PETN y TNT) durante el tiempo de evaluación (12 días), se procedió al análisis de
los datos mediante el programa SPSS, para lo cual se utilizaron los valores
arrojados directamente por el quipo de HPLC (sin multiplicar por el factor de
dilución 2).
El programa permitió la realización de pruebas de hipótesis e intervalos de
confianza para comparar la capacidad degradadora de los dos consorcios, así
como la remoción de PETN y TNT efectuada por los mismos. Los resultados
obtenidos se presentan a continuación:

Tabla 15. Pruebas de hipótesis e intervalos de confianza para consorcios
Homogeneidad
Periodo de

Consorcio A

de varianzas

Prueba T para la igualdad de medias
Valor t de

Grados de

P_valor

Diferencia

Error típico de

95% intervalo de confianza

de medias

la diferencia

para la diferencia

7

evaluación

P_valor

prueba

libertad

Inicial

3%

1,208

2

35%

12,197

10,096

-29,346

53,740

3er día

35%

-6,272

4

0%

-5,248

0,837

-7,571

-2,925

6to día

20%

-13,007

4

0%

-7,753

0,596

-9,408

-6,098

9no día

90%

-19,114

4

0%

-8,644

0,452

-9,900

-7,389

Final

2%

-23,054

2

0%

-24,740

1,073

-29,357

-20,123

2%

15,791

2

0%

0,949

0,060

0,691

1,208

Inicial

20%

0,588

4

59%

1,021

1,737

-3,802

5,844

3er día

16%

0,955

4

39%

0,740

0,775

-1,412

2,893

6to día

21%

2,499

4

7%

1,548

0,620

-0,172

3,268

9no día

98%

-3,223

4

3%

-1,451

0,450

-2,701

-0,201

Final

11%

-2,944

4

4%

-3,432

1,166

-6,668

-0,195

2%

2,756

2

11%

0,166

0,060

-0,090

0,422

Proporción de
degradación
final

Consorcio B

Proporción de
degradación
final

Fuente: Los Autores, 2011
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Los valores de la diferencia de medias fueron productos de la resta entre la concentración promedio de TNT, menos la concentración promedio de PETN.

Como se puede observar en la tabla anterior, los dos consorcios bacterianos
presentaron la misma concentración media inicial de explosivos, sin embargo se
evidenció una diferencia entre estos valores durante los siguientes días de
evaluación.
Para el caso del consorcio A, entre el tercer y doceavo día de seguimiento se
observó que aunque los valores presentaron variaciones, la concentración de
PETN siempre fue mayor que la de TNT.
En cuanto al consorcio B, se puede decir que la concentración de los explosivos
permaneció igual hasta el noveno día de evaluación, en el que se pudo observar
que la concentración de PETN presentó un mayor valor que la de TNT.

Tabla 16. Pruebas de hipótesis e intervalos de confianza para explosivos
Homogeneidad
Periodo de

TNT

de varianzas

Prueba T para la igualdad de medias
Valor t de

Grados de

P_valor

Diferencia

Error típico de

95% intervalo de confianza

de medias

la diferencia

para la diferencia

8

evaluación

P_valor

prueba

libertad

Inicial

2%

1,117

2

38%

11,176

10,002

-31,401

53,753

3er día

55%

-10,363

4

0%

-5,988

0,578

-7,593

-4,384

6to día

96%

-11,334

4

0%

-9,301

0,821

-11,580

-7,023

9no día

94%

-15,860

4

0%

-7,180

0,453

-8,437

-5,923

Final

7%

-46,811

4

0%

-21,308

0,455

-22,572

-20,044

degradación final

2%

151,287

2

0%

0,783

0,005

0,761

0,805

Inicial

100%

0,000

4

100%

0,000

2,215

-6,150

6,150

3er día

100%

0,000

4

100%

0,000

0,983

-2,730

2,730

6to día

100%

0,000

4

100%

0,000

0,256

-0,711

0,711

9no día

93%

0,030

4

98%

0,013

0,450

-1,235

1,262

Final

100%

0,000

4

100%

0,000

1,518

-4,214

4,214

100%

0,000

4

100%

0,000

0,085

-0,236

0,236

Proporción de

PETN

Proporción de
degradación final

Fuente: Los Autores, 2011
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Los valores de la diferencia de medias fueron productos de la resta entre la concentración promedio de explosivo presente en el consorcio A, menos la
concentración promedio de explosivo presente en el consorcio B.

De acuerdo a la tabla anterior, la concentración media inicial de los dos explosivos
fue la misma para ambos consorcios; no obstante la concentración media de
trinitrotolueno presentó variaciones entre el tercer y doceavo día de evaluación,
evidenciando un mayor valor en el consorcio B. Igualmente, se puede observar
que la concentración media de PETN mantuvo las mismas proporciones para
ambos consorcios durante el periodo de evaluación.

4.7 SÉPTIMA FASE – Comparación consorcios vs cepas aisladas
Los análisis de HPLC realizados durante el desarrollo de este trabajo de
investigación, permitieron conocer que el consorcio A (cepas con capacidad
degradadora de PETN) efectuó una remoción del 10.46% de la concentración
inicial de este explosivo.
Por otro lado, como parte de los resultados obtenidos en el trabajo de grado de S.
Carvajal y Y. Herrera9, se aislaron 74 cepas con capacidad degradadora de PETN,
de las cuales se seleccionaron las 23 mejores como criterio de comparación,
teniendo en cuenta que estos aislamientos sobrevivieron a las resiembras
realizadas durante la primera fase de la presente investigación. Las cepas
seleccionadas: P1, P2, P3, P4, P5, P7, P8, P9, P10, P11, P12, P13, P14, P15,
P16, P17, P18, P19, P20, P22,

P23, P25, y P26, removieron un porcentaje

promedio del 9,16 % de PETN, durante la evaluación.
En la tabla que se muestra a continuación, se presentan los valores comparativos
entre ambas investigaciones:

9

Remoción del Tetranitrato de Pentaeritritol (PETN) en agua residual sintética mediante bacterias
nativas aisladas de ambientes con presencia de explosivos. 2010.

Tabla 17. Degradación consorcio A vs degradación aislamientos
Conformación
microbiana
Consorcio A
Cepa P1
Cepa P2
Cepa P3
Cepa P4
Cepa P5
Cepa P7
Cepa P8
Cepa P9
Cepa P10
Cepa P11
Cepa P12
Cepa P13
Cepa P14
Cepa P15
Cepa P16
Cepa P17
Cepa P18
Cepa P19
Cepa P20
Cepa P22
Cepa P23
Cepa P25
Cepa P26

Periodo de
Porcentaje de
evaluación
degradación de PETN
12 días
10.46 %
8 días
7.5 %
8 días
5.6%
8 días
8.9%
8 días
12.6%
8 días
14.3%
8 días
8.4%
8 días
11.2%
8 días
13.7%
8 días
11.6%
8 días
10.3%
8 días
13.7%
8 días
6.2%
8 días
8.8%
8 días
4.5%
8 días
5.6%
8 días
9.7%
8 días
7.4%
8 días
10.6%
8 días
5.7%
8 días
6.2%
8 días
6.8%
8 días
9.2%
8 días
12.4%
Fuente: Los Autores, 2011

Como se puede observar en la tabla 18,

Porcentaje de
degradación promedio
10.46%

9.16%

las cepas aisladas presentaron

porcentajes de degradación de PETN (promedio: 9.16%) más bajos en
comparación al obtenido por el consorcio A (10.46%), conformado a partir de estos
mismos aislamientos. Sin embargo, la diferencia entre los valores comparados es
considerablemente baja.
Por otra parte, los análisis de HPLC realizados permitieron determinar que el
consorcio B (cepas con capacidad degradadora de TNT) efectuó un porcentaje de
remoción del 21.60% de la concentración inicial de TNT.

La investigación de D. Aldana y C. Bravo10 permitió el aislamiento de 78 cepas con
capacidad degradadora de TNT, de las cuales se escogieron las 29 mejores como
criterio de comparación, debido a que presentaron permanencia durante las
resiembras efectuadas. Los aislamientos bacterianos seleccionados fueron: T2,
T3, T4, T5, T6, T7, T8, T9, T10, T11, T12, T13, T14, T15, T16, T17, T18, T19,
T22, T23, T24, T25, T27, T28, T29, T32, T33, T34 y T35; cuyo porcentaje
promedio de degradación fue 10.78%.
En la siguiente tabla se muestra un resumen de los valores comparativos de los
aislamientos y el consorcio:
Tabla 18. Degradación consorcio B vs degradación aislamientos
Conformación
microbiana
Consorcio B
Cepa T2
Cepa T3
Cepa T4
Cepa T5
Cepa T6
Cepa T7
Cepa T8
Cepa T9
Cepa T10
Cepa T11
Cepa T12
Cepa T13
Cepa T14
Cepa T15
Cepa T16
Cepa T17
Cepa T18
Cepa T19
Cepa T22
Cepa T23
Cepa T24
Cepa T25
Cepa T27
Cepa T28
Cepa T29
Cepa T32
10

Periodo de
evaluación
12 días
8 días
8 días
8 días
8 días
8 días
8 días
8 días
8 días
8 días
8 días
8 días
8 días
8 días
8 días
8 días
8 días
8 días
8 días
8 días
8 días
8 días
8 días
8 días
8 días
8 días
8 días

Porcentaje de
degradación de TNT
21.60 %
12.3 %
15.4%
11.5%
7.8%
10.4%
18.3%
5.8%
17.4%
8.7%
12.2%
8.9%
4.7%
15.8%
9.5%
8.4%
7.1%
6.8%
11.6%
12.7%
8.8%
4.3%
12.6%
10.4%
9.7%
13.4%
12.8%

Promedio de
degradación promedio
21.60 %

10.78%

Remoción de Trinitrotolueno (TNT) en agua residual sintética mediante bacyerias aisladas de
ambientes con presencia del explosivo. 2001.

Cepa T33
Cepa T34
Cepa T35

8 días
7.9%
8 días
16.4%
8 días
11.1%
Fuente: Los Autores, 2011

Como se puede observar en la tabla anterior, los aislamientos presentaron un
porcentaje de degradación menor (10.78%) en comparación al resultado obtenido
para el consorcio B (21.60%), la diferencia entre estos valores es significativa.

5. ANÁLISIS DE RESULTADOS
5.1 RECUPERACIÓN DE LAS CEPAS
Después de realizar tres resiembras de los aislamientos bacterianos, se pudo
evidenciar que 23 de las 74 cepas con capacidad degradadora de PETN y 29 de
las 56 cepas con capacidad degradadora de TNT, manifestaron un crecimiento
favorable en todos los pases, mientras que las 79 cepas restantes fueron
descartadas debido a que no sobrevivieron a las resiembras. A partir de esta
situación, se puede deducir que el medio de cultivo T2 realizó una presión
selectiva favoreciendo el desarrollo de las bacterias capaces de utilizar el
explosivo como fuente de carbono, nitrógeno y/o energía, lográndose la
adaptación y posterior crecimiento de las mismas tras el periodo de incubación.
Así mismo, se puede inferir que aunque algunas cepas bacterianas inicialmente
fueron capaces de desarrollarse bajo las condiciones nutricionales del medio, es
factible que no sean potencialmente degradadoras sino que hayan logrado
sobrevivir por algún tiempo, debido a la utilización de reservas nutricionales y
energéticas obtenidas de los medios naturales de procedencia.11 De esta forma, el
sometimiento a los explosivos y el hecho de que las reservas se hayan agotado
durante el periodo de incubación, inhibió el crecimiento de las bacterias en las
siguientes resiembras, facilitando la exclusión de aquellas cepas que no
degradaran estos compuestos.

5.2 CONTROL MACRO Y MICROSCÓPICO DE LAS CEPAS
Durante el crecimiento de los aislamientos bacterianos, se realizó la determinación
y seguimiento de los morfotipos de las colonias, lográndose diferenciar un
morfotipo para cada una de las cepas. De los 23 morfotipos correspondientes a las

11

Muchos microorganismos almacenan como materiales de reserva sustancias que se activan
metabólicamente por la ausencia de aportes nutricionales determinados o por la presencia de
inhibidores; estos sirven como fuente de carbono y energía, permitiendo la prolongación de la vida
bacteriana. Saenz P. Chaco, Sustancias de reserva e inclusiones celulares, 2008. Disponible en:
http://www.biologia.edu.ar/bacterias/micro6.htm

cepas con capacidad degradadora de PETN, 16 presentaron cambios en estos
con el transcurrir del tiempo y los siete restantes permanecieron sin cambios
representativos; en cuanto a las cepas con capacidad degradadora de TNT, se
puede decir que todas presentaron morfotipos muy similares durante los primeros
días de incubación, sin embargo manifestaron diferencias con el transcurrir del
tiempo. Esto se atribuye a las características particulares de cada microorganismo
y al proceso de adaptación que estos pudieron haber presentado para poder
asimilar las condiciones nutricionales del medio de cultivo. La morfología de las
colonias varía en función del tipo de medio de cultivo donde se han desarrollado
las bacterias y de acuerdo a la movilidad que estas presentan; así mismo se ha
determinado que su coloración puede ser debido a la síntesis de algún tipo de
pigmento, generación de algún metabolito por parte de la bacteria o la utilización
de algún sustrato del medio que implique cambios en el pH del mismo (Granados
et al, 2003).
El estudio microscópico de los aislamientos, permitió la observación de cocos y
bacilos, agrupados en distintas formas y con coloraciones Gram-positivas y Gramnegativas. La morfología microscópica de las bacterias se encuentra determinada
por rigidez de la pared celular (Pírez, et al 2008), así como por otros factores que
incluyen la toma de nutrientes y la movilidad (Madigan et al, 2009). Las formas de
agrupación de estas bacterias se relacionan directamente con el plano de división
que tuvo lugar en el proceso fisión binaria, para la reproducción de las bacterias
(Mehlhorn, 2001). Así mismo, se ha establecido que la coloración de Gram que
estas presentan, se atribuye a la composición de la pared celular. Las
investigaciones relacionadas con la biodegradación de explosivos han reportado
microorganismos

degradadores

de

estos

compuestos

con

las

mismas

características encontradas durante el desarrollo de esta fase de la investigación.
Algunos de estos microorganismos, se presentan a continuación:

Tabla 19. Morfología y coloración Gram de bacterias degradadoras de PETN y/o TNT
BACTERIA

MORFOLOGÍA

COLORACIÓN

EXPLOSIVO

FUENTE

Gram-positiva

PETN

Zhuang, 2007

Bacilo

Gram-negativa

PETN

Zhuang, 2007

Bacilo

Gram-negativa

PETN

White et al., 1996

Escherichia spp.

Bacilo

Gram-negativo

TNT

Badger et al., 2006

Morganella spp.

Bacilo

Gram-negativo

TNT

Badger et al., 2006

Comamonas spp.

Bacilo

Gram-negativo

TNT

Badger et al., 2006

Clostridium sp

Bacilo

Gram-positivo

TNT

Yin et al., 2004

Rhodococcus spp.

Bacilo

Gram-positivo

PETN

Badger et al., 2006

TNT

Zoe & Neil, 2006

Bacilo

Gram-negativo

PETN

Badger et al., 2006

TNT

Park C. et al., 2002

Bacilo

Gram-negativa

PETN

Nicklin et al., 1999

TNT

Zoe & Neil, 2006

Bacilo (f. exponencial)

Arthorbacter

Coco (f. estacionaria)

Klebsiella
Agrobacterium
radiobacter

Pseudomona
putida
Enterobacter
cloacae

Fuente: Los Autores, 2011.

5.3 CONFORMACIÓN DE LOS CONSORCIOS Y CONTROL DE CEPAS POST
MEZCLA
Una vez conformados los consorcios A y B, se efectuaron observaciones para la
identificación de los morfotipos allí presentes, lo cual permitió verificar que ocho
morfotipos de las cepas con capacidad degradadora de PETN se presentaron
nuevamente

en el consorcio A, así como dos morfotipos de las cepas con

capacidad degradadora de TNT se mantuvieron en el consorcio B.
El hecho de que estos morfotipos se hayan mantenido, permite suponer que las
cepas a las cuales corresponden (P1, P8, P12, P14, P15, P20, P23, P25, T12,
T13) presentaron una mejor asimilación del medio con explosivo y una adaptación
metabólica con los demás aislamientos bacterianos que constituyen el consorcio.

Sin embargo, se evidenció que las cepas restantes presentaron cambios en su
morfología, lo cual se podría atribuir a la síntesis de subproductos nuevos en el
medio de cultivo, generados como resultado de la degradación de los explosivos
debido a la mezcla de las cepas para la conformación de las colonias (Granados
et al, 2003). Igualmente, se considera que la pigmentación que estas presentaron
se relaciona directamente con la generación de subproductos durante la
degradación de los explosivos, pues se conoce que la oxidación de 4amDNT
genera cambios en la coloración del medio y consecuentemente en la
pigmentación que adquieren las colonias. Por otra parte, se considera que el
surgimiento de morfotípos nuevos se pudo deber a que inicialmente algunos
morfotípos originales estuvieran constituidos por dos o más especies bacterianas
que se encontraban “sobrelapadas” y cambiaron sus características físicas en el
momento de ser mezcladas y entrar en contacto con las demás cepas bacterianas.

5.4 EVALUACIÓN DE LA BIODEGRADACIÓN POR HPLC
Teniendo en cuenta los resultados arrojados por los análisis de la biodegradación
de explosivos realizados a los cuatro cultivos, se puede inferir que tanto el
consorcio A como el consorcio B, presentaron degradación de ambos explosivos,
ya que los bioensayos mostraron una disminución en la concentración de
Tetranitrato de Pentaeritritol y Trinitrotolueno al finalizar el tiempo de evaluación.
Sin embargo, se evidenció una diferencia significativa entre los porcentajes de
remoción obtenidos para cada uno de los consorcios evaluados, lo cual se
atribuye principalmente a las relaciones de cooperación y/o antagonismo
presentadas entre las especies constituyentes de los dos consorcios, así como a
la variedad de rutas metabólicas reportadas para la degradación de TNT, en
contraste con la única vía metabólica determinada para la biodegradación de
PETN (Zoe C. and Neil B, 2006. White G., Snape J. and Nicklin S., 1996. Zhuang
L., Yin H., Wood T. and Smets B., 2004. Claus H., Bausinger T., Lehmler I., Perret
N., Fels G., Dehner U., Preu J. and Konig H. 2007).

En general, se pudo observar que el mayor porcentaje de degradación obtenido
(100%) corresponde al consorcio A en presencia de Trinitrotolueno, el cual pudo
ser favorecido por una asociación entre los microorganismos allí presentes, que
permitió la distribución de funciones metabólicas para la optimización de las
poblaciones individuales y finalmente para el consumo de la totalidad del sustrato
(Brenner et al, 2008).
Además, se evidenció que la degradación del mismo explosivo realizada por el
consorcio B, presentó un porcentaje muy inferior (21,60%) al obtenido para el
consorcio A; esta situación se atribuye principalmente a que las cepas bacterianas
que integran un consorcio difieren de las que componen el otro. En este sentido,
se considera que entre los microorganismos constituyentes del consorcio B se
presentaron algunas interacciones antagónicas que limitaron la efectividad en la
degradación del TNT.
En cuanto al subproducto 4amDNT, se puede decir que su presencia se relaciona
directamente con la degradación de TNT realizada por ambos consorcios, pues se
conoce que el proceso de reducción del explosivo implica la producción de este
compuesto (Kim et al, 2002. Zoe et al, 2006).
Por otra parte, los resultados demostraron que la remoción de PENT no se fue tan
favorecida como la de Trinitrotolueno, lo cual se pudo evidenciar en los valores de
degradación obtenidos para los cultivos de ambos consorcios en presencia de
PETN. Con base en los reportes de anteriores investigaciones, se considera que
esto se puede atribuir a que las rutas metabólicas que poseen los consorcios para
remover este explosivo se encuentran limitadas, pues se conoce una única vía a
través de la cual los microorganismos pueden degradar el compuesto. Por el
contrario, se han identificado tres vías metabólicas diferentes

para la

biodegradación de TNT, lo cual constituye un factor favorable para su eliminación
debido a que es más factible que entre la variedad de especies bacterianas de un
consorcio se encuentren las funciones metabólicas necesarias para completar
alguna de estas rutas (Zoe et al, 2006. White et al, 1996. Zhuang et al, 2004.
Claus et al, 2007).

La comparación entre los porcentajes de degradación de PETN obtenidos para los
dos consorcios permitió evidenciar que al igual que las pruebas con TNT, el
consorcio A presentó el mayor porcentaje de remoción del sustrato, mientras que
el consorcio B manifestó el valor más bajo. Esto permite deducir que mientras las
bacterias del consorcio A interactuaron favorablemente para la degradación de los
explosivos, tal como se mencionó con anterioridad, las especies que componen el
consorcio B posiblemente presentaron relaciones de antagonismo que se pudieron
haber establecido debido a que muchas bacterias producen péptidos que inhiben
el crecimiento de especies relacionadas o cepas cercanas12; afectando
considerablemente la comunicación entre los microorganismos y por ende la
distribución del trabajo para la degradación de los explosivos.
Los resultados arrojados por los análisis de HPLC realizados a los controles
abióticos no presentaron una variación significativa en el tiempo del bioensayo, lo
cual fue utilizado como punto de comparación para verificar que los valores de la
degradación de PETN y TNT obtenidos para ambos consorcios correspondieron a
la remoción de los explosivos debido a la acción biológica de las bacterias
constituyentes, permitiendo descartar la influencia de factores químicos (como la
oxidación de los explosivos) en la eliminación de estos compuestos.
Finalmente, se pudo observar que en todas las pruebas analizadas el resultado de
la concentración inicial de los explosivos presentó una disminución de
aproximadamente la mitad del valor teórico (100mg/L), lo cual se atribuyó a un
factor de dilución incluido por falla operativa, que cambió la concentración del
explosivo durante la realización de los bioensayos a partir de los cultivos madre.
Sin embargo, se evidenció que esta condición no afectó la biodegradación de los
explosivos, pues los resultados manifestaron una disminución del sustrato en
todas las pruebas analizadas.

12

Antagonismo microbiano. Disponible en: http://microdiaries.blogspot.com/2010/11/antagonismomicrobiano.html

5.5 ANÁLISIS ESTADÍSTICO
A partir del análisis estadístico desarrollado, se observó que la probabilidad de
error presentada por el consorcio A en el tiempo inicial de evaluación presentó un
valor del 35%, lo cual permite la aceptación de la hipótesis nula (H 0) teniendo en
cuenta que esta indica que en el periodo de tiempo en mención la concentración
de ambos explosivos fue igual estadísticamente. Durante los siguientes periodos
de evaluación, se observó que la probabilidad de error mantuvo un valor inferior al
5%, lo cual permite la aceptación de la hipótesis alterna (Ha) teniendo en cuenta
que esta indica que durante las siguientes cuatro evaluaciones, los explosivos
presentaron concentraciones diferentes.
En cuanto al consorcio B, se pudo observar que la probabilidad de error de las tres
primeras evaluaciones realizadas presentan valores superiores al 5%, permitiendo
aceptar que la concentración de los dos explosivos durante dichas evaluaciones
presentaron valores iguales. Por el contrario, los dos periodos de evaluación
siguientes presentaron valores del 3% y 4%, respectivamente; indicando que la
concentración de los explosivos fue diferente.
Por otra parte, se observó que las diferencias entre las medias de las
concentraciones de los explosivos indican que tanto el consorcio A como el B
efectuaron una mejor degradación de TNT que de PETN, ya que los valores
negativos evidencian que este último presentó una mayor concentración en ambos
consorcios al finalizar el periodo de evaluación. Esta situación se atribuye a las
relaciones de cooperación que pudieron haber tenido lugar al interior de los
consorcios (Brenner et al, 2008), lo cual favoreció la asimilación del explosivo, así
como la interacción de las bacterias para la distribución de las funciones
metabólicas necesarias para la degradación de los explosivos (Atlas et al, 2002).
Igualmente, se observó que el PETN fue el explosivo que presentó la menor
remoción por parte de ambos consorcios, lo cual se relaciona con la única vía
metabólica reportada para la degradación del explosivo. En este sentido,

se

considera que las opciones existentes para el consumo del sustrato se encuentran

limitadas, lo cual pudo haber afectado la degradación del mismo por parte de las
bacterias que integran los consorcios.

5.6 COMPARACIÓN CONSORCIOS VS CEPAS DEGRADADORAS
La comparación entre el porcentaje de degradación de PETN obtenido por el
consorcio A y el alcanzado por aislamientos bacterianos con capacidad
degradadora de este explosivo (a partir de los cuales se conformó el consorcio A),
permitió establecer que el consorcio es ligeramente mejor degradador del
compuesto, lo cual ratifica que la asociación microbiana permite remover en mayor
porcentaje la concentración del explosivo, y es más favorable debido a una
distribución de funciones metabólicas que ayudan a la optimización de las
poblaciones individuales y por ende contribuyen a un mayor consumo del sustrato.
Sin embargo, se reconoce que el valor del porcentaje de remoción no fue
significativamente alto (10.46%), lo cual se atribuye a posibles relaciones de
antagonismo que inhibieron las capacidades metabólicas que poseían las
poblaciones constituyentes del consorcio para asimilar este sustrato. El hecho de
que hasta el momento se ha reportado una sola ruta metabólica a través de la cual
los microorganismos pueden degradar PETN, pudo haber limitado la posibilidad de
que las bacterias que hayan permanecido en la asociación, hayan sido capaces de
establecer interacciones que favorecieran la realización de esta ruta.
En cuanto a la comparación entre el consorcio B y las cepas con capacidad
degradadora de TNT (a partir de las cuales se conformó el consorcio B), se
determinó que los aislamientos presentaron una menor remoción del explosivo
(10.78%), debido a que el consorcio posee la capacidad de superar con mayor
facilidad los periodos en los que los nutrientes se encuentran limitados, atribuida a
la variedad de vías metabólicas reportadas para la asimilación del explosivo por
parte de las bacterias, lo cual constituye una ventaja debido a que las poblaciones
que lograron establecer algún tipo de cooperación para la degradación del PETN,
cuentan con diversas opciones para metabolizar este explosivo. Con respecto al
porcentaje (21.60%) de remoción del explosivo, se puede inferir que en el

consorcio B la interacción entre las poblaciones bacterianas para la transferencia
de metabolitos, pudo haber presentado dificultades debido a algunas relaciones
antagónicas entre los microorganismos. Sin embargo, se considera que los datos
no difieren en forma significativa. (Brenner et al, 2008).

CONCLUSIONES


Se conformaron dos consorcios microbianos a partir de los aislamientos
bacterianos con capacidad degradadora de Tetranitrato de Pentaeritritol y
Trinitrotolueno.



El consorcio A presentó una degradación de TNT del 100% de la concentración
inicial

del

explosivo,

12

días

después

de

iniciar

las

pruebas

de

biodegradabilidad.


El consorcio B presentó degradación de TNT del 21.60% de la concentración
inicial

del

explosivo,

12

días

después

de

iniciar

las

pruebas

de

biodegradabilidad.


La biodegradación de TNT realizada por parte de los consorcios A y B generó
4- amino-dinitrotolueno (4amDNT) a partir del noveno día del bioensayo.



La biodegradación del PETN efectuada por los consorcios A y B no fue
significativa, ya que presentaron porcentajes de remoción de 10,46% y 5,57%,
respectivamente.



Durante

los

12

días

de

bioensayo

se

mantuvieron

constantes

las

concentraciones de los explosivos en los controles abióticos realizados para
cada bioensayo, lo que permite inferir que la remoción de PETN y TNT
obtenida, corresponde a la biodegradación realizada por parte de los
microorganismos constituyentes de cada consorcio.


Se recuperaron 23 de las 74 cepas aisladas con capacidad degradadora de
PETN y 29 de las 78 cepas con capacidad degradadora de TNT.



Se observó que 16 cepas con capacidad degradadora de PETN y 29 con
capacidad degradadora de TNT, presentaron cambios en los morfotipos de sus
colonias con el transcurrir del tiempo de incubación (15 días).



Se observó que 16 las cepas con capacidad degradadora de PETN y 22 con
capacidad degradadora de TNT, presentaron morfología microscópica de
bacilos manteniendo esta característica en las observaciones realizadas a
través del tiempo.



El control microscópico permitió observar que 20 de las 23 cepas con
capacidad degradadora de PETN y 22 de las 29 cepas con capacidad
degradadora de TNT, fueron Gram- negativas, mientras que las cepas
restantes presentaron tinciones Gram-positivas.



En el consorcio A, se evidenció la presencia de 8 morfotipos observados en los
aislamientos con capacidad degradadora de PETN, además se observaron 20
morfotipos nuevos.



En el consorcio B, se evidenció la presencia de 2 morfotipos observados en los
aislamientos con capacidad degradadora de TNT, además se observaron 16
morfotipos nuevos.



Los cuatro cultivos (bioensayos) evaluados, presentaron características
microscópicas de bacilos Gram-negativos, mientras que en el consorcio A en
presencia de TNT y el consorcio B en presencia de PETN, adicionalmente se
observaron cocos Gram-positivos.



A partir del análisis estadístico realizado, se determinó que el consorcio A
efectuó una mayor degradación de explosivos, en comparación con el
consorcio B.



De acuerdo con el análisis estadístico realizado, se evidenció que el TNT
presentó un mayor porcentaje de degradación, comparado con los valores
obtenidos para el PETN.



Los consorcios microbianos A y B, realizaron una mejor degradación de PETN
y TNT que las cepas individuales con capacidad degradadora de estos
explosivos, a partir de las cuales se conformaron dichos consorcios.



La diferencia entre el porcentaje de degradación presentado del consorcio A y
el porcentaje de degradación promedio realizado por las cepas con capacidad
degradadora de PETN, fue de 1.3%.



La diferencia entre el porcentaje de degradación presentado del consorcio B y
el porcentaje de degradación promedio realizado por las cepas con capacidad
degradadora de TNT, fue de 10.82%.

RECOMENDACIONES


De acuerdo a los resultados obtenidos, se recomienda realizar bioensayos con
el consorcio A en presencia de concentraciones más elevadas del explosivo,
con el fin de evaluar la capacidad del consorcio para adaptarse a estas
condiciones.



Implementar el tratamiento de biorremediación por parte de los consorcios en
macrocosmos que presenten características similares de concentración, y
determinar su capacidad de adaptabilidad.



Se recomienda realizar estudios de antagonismo para poder determinar y
optimizar la eficacia de los consorcios y de esta manera obtener mejores
porcentajes de degradación de los explosivos (TNT y PETN).



Implementar el uso de consorcios microbianos para la biodegradación de
compuestos xenobióticos a nivel ambiental y de esta manera minimizar su
impacto ambiental negativo.
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PROCEDIMIENTO LAVADO DE MATERIAL

AMBIENTAL. USBA
1. OBJETIVO

Definir el procedimiento de lavado del material de laboratorio y la revisión de las
condiciones de limpieza antes de su uso.
2. ALCANCE

Aplica al material de laboratorio empleado en el análisis de muestras y preparación de
reactivos y soluciones. Inicia con la preparación del material para su limpieza y finaliza
con la revisión de la limpieza antes de su siguiente uso.
3. METODOLOGIA

La limpieza del material de laboratorio es necesaria para evitar la contaminación de
reactivos, muestras y soluciones, por lo cual se debe seguir el siguiente plan ó método de
limpieza:

a. Procedimiento General de Lavado
Lavado de viales, tapas y tubos de ensayo

3.1.1.1 Retirar los residuos del material y depositarlos en los recipientes según lo descrito
en la guía de disposición de desechos.

3.1.1.2 Sumergir el material en un recipiente con agua y detergente neutro (50:1
aproximadamente) y colocarlo en un equipo de ultrasonido durante (1) hora a una
temperatura que oscile entre 40 a 60 °C. Retirar

el material de la solución

jabonosa y enjuagar con abundante agua de grifo, teniendo precaución de lavar
el material en su interior uno por uno. Utilizando un lavador, llenar el material con
agua destilada y colocar nuevamente en baño de ultrasonido por 15 minutos a
igual temperatura.
3.1.1.3 Retirar y enjuagar con abundante agua de grifo.
3.1.1.4 Realizar un lavado final con agua destilada empleando el lavador.
3.1.1.5 Secar en horno a una temperatura de 80 °C aprox.
3.1.1.6 Retirar del horno y ubicar en el lugar destinado para su almacenamiento.
3.2.2.7 Lavado de beaker, erlenmeyer y material volumétrico.
3.1.2.1 Retirar los residuos del material y depositarlos en los recipientes según lo descrito
en la Guía de disposición de desechos.
1.

Sumergir el material en un recipiente con agua y detergente neutro (50:1
aproximadamente) por (2) horas. Emplear esponja, escobillones o cepillo para
limpiar los residuos adheridos al material.

2.

Retirar el material de la solución jabonosa y enjuagar con abundante agua de
grifo, teniendo precaución de lavar el material en su interior uno por uno.

3.

Dejar secar a temperatura ambiente el material volumétrico colocándolo en
posición invertida. Secar el material restante en horno a una temperatura de 80
°C aproximadamente.

4.

Retirar el material limpio del horno y almacenar en el lugar destinado,
preservándolo de cualquier contaminación.

3.2 Verificación del procedimiento de lavado
Debe efectuarse por lote de lavado de la siguiente manera:

3.2.1 Escoger al azar un número equivalente al 5 % de los viales que fueron sometidos
a limpieza, adicionar 1,5 ml de solvente o fase móvil (según sea la técnica
empleada) y colocarlos en el equipo para someterlos a corrida de verificación de
blancos (solución sin analito) mediante la técnica instrumental de cromatografía
empleando el método establecido. Rechazar el lote de viales en el caso que el
cromatograma evidencie presencia de contaminantes.

3.2.2 Para material volumétrico purgar con solvente o fase móvil, transvasar a un vial
someter corrida de verificación de blancos (solución sin analito) de igual forma
como se describió en 3.2.1.
El lote rechazado debe ser sometido nuevamente al procedimiento de lavado.
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ANEXO B. PROCEDIMIENTO
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ACTIVIDAD

PREPARACIÓN DE SOLUCIONES STOCK

Frascos tapa azul 500ml.
Balanza analítica.
Vidrio reloj y espátula.
*Reactivos para cada solución.

MATERIALES Y
REACTIVOS

Preparación solución stock sales Pesar: HCL (1M) 3ml, NaCl (8,5Mm) 12,5gr, MgSO4 (7H2O
0.81mM) 5gr, CaCL2 (2H2O 0,27mM) 1gr, llevar a 250 ml con agua destilada y después a la
autoclave.
Preparación solución stock Búfer. K2HPO4 (4,02mM 17,5gr), KH2PO4 (2,2 Mm7, 5gr) llevar a
250 ml con agua destilada y después a la autoclave.
Preparación solución stock Nitrógeno. NH4NO3 1 gr llevar a 250 ml con agua destilada y
después a la autoclave.
Preparación solución stock carbono. Glucosa2, 5 gr, citrato 2,5, glicerol 2 ml, acetato 2,5 gr.
Llevar a 100 ml con agua destilada y después a la autoclave.

PROCEDIMIENTO

Preparación solución stock Hierro. HCL (1 M 3ml), Fe SO4 7H2O ( 10,8mm)0.36GR
Llevar a 100 ml con agua destilada y después a la autoclave.
Preparación solución stock Hierro. HCl(18-19%20 ml); Na2MgO4 2H2O0.01 gr; NiSO4 0.01gr;
FeSO4; ZnSO4 7H2O 0.1 gr; MnSO4 0.2gr; CuSO45H2O0.01gr; CoSO4H2O 0.05gr; H3BO3 0.1g
Preparación solución stock vitaminas. Se esteriliza agua destilada( la cantidad que se vaya a
preparar) en un frasco tapa azul
Para 800ml :Piridoxina HCL 0.05gr
Vitamina B12 0.025 gr
P-acido Aminobenzoico 0.025 gr
Tiamina HCL 0.025 gr
Acido nicótico 0.025 gr
Biotina 0.01gr
Calcium pantothenale 0.025gr
Acido fólico 0.01 gr
Riboflavina 0.025 gr
Acido lipótico 0.01gr
Después de haber agregado estos componentes se filtran y se pasan a otro frasco debidamente
esterilizado.
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ANEXO C. PROCEDIMIENTO
PARA PREPARACIÓN DE MEDIO
DE CULTIVO SÓLIDO

GRUPO DE INVESTIGACIÓN BIORREMEDIACIÓN DE EXPLOSIVOS
PROTOCOLO DE TRABAJO

CONFORMACIÓN DE CONSORCIOS MICROBIANOS A PARTIR DE AISLAMIENTOS
BACTERIANOS CON CAPACIDAD DEGRADADORA DE TETRANITRATO DE
PENTAERITRITOL (PETN) Y TRINITROTOLUENO (TNT).
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ACTIVIDAD

PROTOCOLO PREPARACIÓN MEDIO DE CULTIVO SOLIDO FUENTE CARBONO

MATERIALES Y
REACTIVOS

PROCEDIMIENTO

Solución stock (búfer, sales, carbono, nitrógeno, trazas, vitaminas,
hierro, explosivo TNT).
Agua destilada. *Agar agar
Herlemeyer y/o frascos tapa azul de 1000ml.
Cajas de petri debidamente marcadas con la nomenclatura asignada
inicialmente.
Pipetas esterilizadas, pipeteador, espátula, vidrio reloj y agitador de
vidrio
Balanza analítica, estufa y autoclave
Preparación para 1000ml de medio.
1. Lavar y esterilizar las pipetas para no contaminar las soluciones.
2. Limpiar la cabina de flujo laminar apagada con etanol y poner la en
UV 15 min.
3. Trabajar en la cabina de flujo laminar con luz blanca.
4. En un frasco tapa azul debidamente lavado agregar con pipeta
esterilizada.
5. Solución búfer 10 ml,
solución sales 10ml,
según el caso,
carbono 10 ml,
nitrógeno 10ml, al medio que va solo con explosivo se le agrega solo
las dos primeras soluciones.
6. Se pesa 15 gr de agar –agar, se agrega en el frasco y se lleva a 1000ml
con agua destilada.
7. Se pone a calentar en la estufa, se va mezclando con el agitador de
vidrio constantemente, después de que el medio hierba se verifica
que el agar se haya diluido muy bien en el medio.

8. Se manda a la autoclave +/- por 1 hora y media.
9. Después de que salga el medio estéril se le agregar:
10ml de vitaminas,
10ml trazas,
10ml hierro por casa uno,
2.5 ml de explosivo.
10. Y se sirve en las cajas de petri.
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ANEXO D. PROCEDIMIENTO
PARA TINCIÓN DE GRAM DE
LAS MUESTRAS

GRUPO DE INVESTIGACIÓN BIORREMEDIACIÓN DE EXPLOSIVOS
PROTOCOLO DE TRABAJO
CONFORMACIÓN DE CONSORCIOS MICROBIANOS A PARTIR DE AISLAMIENTOS
BACTERIANOS CON CAPACIDAD DEGRADADORA DE TETRANITRATO DE
PENTAERITRITOL (PETN) Y TRINITROTOLUENO (TNT).

Mes

Año

Director de tesis

Junio

2010

JOAQUIN BENAVIDES

FECHA

LUGAR

Laboratorio Universidad de la Salle

ACTIVIDAD

PROTOCOLO TINCIÓN DE GRAM DE LAS MUESTRAS

Cristal violeta.
Lugol.
Acetona.
Alcohol.
Porta objetos
Mechero
Asa

MATERIALES Y
REACTIVOS

PROCEDIMIENTO

11. Lavar con jabón el portaobjetos debidamente para retirar impurezas y grasa
que pueda tener.
12. Pasarlo por el mechero rápidamente hasta secarlo.
13. Extraer una gota de la muestra y extenderla por toda la placa utilizando un
asa.
14. Pasar el portaobjetos varias veces por encima de la llama del mechero,
sin permitir que llegue a quemar, hasta que se seque.
15. Añadir cristal violeta y dejar actuar por 1 minuto.
16. Lavar con agua y secar cuidadosamente para retirar los excesos.
17. Añadir alcohol acetona y dejar actuar por 1 minuto.
18. Lavar con agua y secar cuidadosamente para retirar los excesos.
19. Añadir lugol y dejar actuar por 30 segundos.
20. Lavar con agua y secar cuidadosamente para retirar los excesos.
21. Añadir fucsina y dejar actuar por 15 segundos.
22. Lavar con agua y secar
Observar primero con el objetivo 40X; luego se añade aceite de inmersión y se
observa con el objetivo 100X.
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ANEXO E. RESULTADOS DE
ANÁLISIS POR HPLC

